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Resumen

El cancer de pulmdn es la segunda neoplasia con mas incidencia a nivel global y
sin embargo es la neoplasia que causa el mayor numero de muertes por afo, el tipo
de cancer pulmonar que mas abunda a nivel global es el cancer de pulmén de
células no pequefnas. En nuestro laboratorio se analizaron dos compuestos con
propiedades antineoplasicas llamados C14 y P8, estos dos compuestos se
caracterizaron tanto in vivo mediante xenoinjertos en ratones nu/nu como /In vitro en
lineas celulares de cancer de pancreas con mutaciones en K-Ras4B, mostrando
una reduccion en el crecimiento tumoral de hasta un 95 % y en lineas celulares de
cancer de mama triple negativo con una reduccion de hasta un 41.6% en el
crecimiento tumoral. En el presente trabajo los compuestos P8 y C14 fueron
probados en tres lineas de cancer de pulmdn, A549 con mutacion en K-Ras4B¢12S,
Calu 1 con mutacion en K-Ras4B®€'2C y H1975 con K-Ras4B"WT pero con mutacion
en EGFRL8%8R.T790M | os resultados muestran que ambos compuestos presentan un
efecto citotoxico en las tres lineas celulares, P8 requiere concentraciones de 80, 95
y 167 uM para las lineas A549, Calu1 y H1975 respectivamente, mientras que C14
requiere concentraciones de 163, 193 y 149 uM para las lineas A549, Calu1y H1975
respectivamente. Ademas, ambos compuestos reducen hasta un 40 % la activacion
de los efectores ERK y AKT en la linea A549, solamente el compuesto P8 reduce la
activacion de ERK un 30% en la linea Calu1 y ambos compuestos reducen la
activacion de ERK y AKT un 40 % en la linea H1975. Se determiné que el compuesto
P8 promueve la muerte por apoptosis en un 30.91 % en la linea A549 y un 34.73 %
en la linea Calu1, mientras que en la linea celular H1975 ambos compuestos P8 y
C14 promovieron la muerte celular por apoptosis en un 52.53% y 58.63%
respectivamente. También se observo que solamente el compuesto P8 reduce la
localizacion de PGK1 en mitocondria y en nucleo. Estos datos sugieren que el
compuesto P8 funciona como un agente antineoplasico en lineas de cancer de
pulmén A549 vy Calu1l con mutaciones en K-Ras4B¢'?S y K-Ras4B€'2C

respectivamente.
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Abstract

Lung cancer is the second most common neoplasm globally, yet it is the neoplasm
that causes the highest number of deaths per year. The most prevalent type of lung
cancer worldwide is non-small cell lung cancer. In our laboratory, two compounds
with antineoplastic properties, called C14 and P8, were analyzed. These two
compounds were characterized both in vivo and in vitro in pancreatic cancer cell
lines with mutations in K-Ras4B, showing a significant reduction on tumor growth of
95%, and in triple-negative breast cancer cell lines with a reduction of 41.6% on
tumor growth. In the present work, the compounds P8 and C14 were tested on three
lung cancer cell lines: A549 with K-Ras4BG12S mutation, Calu 1 with K-Ras4BG12C
mutation, and H1975 with K-Ras4BWT but with EGFRL858R, T790M mutation. The
results show that both compounds exhibit a cytotoxic effect on the three cell lines.
P8 requires concentrations of 80, 95, and 167 uM for the A549, Calu1, and H1975
lines, respectively, while C14 requires concentrations of 163, 193, and 149 uM for
the A549, Calu1, and H1975 lines, respectively. Additionally, both compounds reduce
up to 40% of ERK and AKT effectors activation in the A549 line, only compound P8
reduces ERK activation by 30% in the Calu1 line, and both compounds reduce ERK
and AKT activation by 40% in the H1975 line. It was determined that compound P8
promotes apoptosis in 30.91% of the A549 line and 34.73% of the Calu1 line, while
in the H1975 cell line, both compounds P8 and C14 promoted cell death by apoptosis
in 52.53% and 58.63%, respectively. It was also observed that only compound P8
reduces the localization of PGK1 in mitochondria and nucleus. These data suggest
that compound P8 acts as an antineoplastic agent in A549 and Calu1 lung cancer
lines with mutations in K-Ras4BG12S and K-Ras4BG12C, respectively.
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1. Abreviaturas

Ca?*: Calcio.

NEB: Cuerpos Neuroepiteliales.

IARC: Agencia Internacional para el Estudio del Cancer.

SEER: Programa de Vigilancia Epidemiologia y Resultados Finales.
NSCLC: Cancer de pulmdn de células no pequeias.

SCLC: Cancer de pulmén de células pequefias.

N o o bk~ 0w D=

CAAX: Motivo de aminoacidos, C de Cisteina, A de aminoacido alifatico y X de
cualquier aminoacido.

8. ADN: Acido Desoxirribonucleico.

9. IGF-1: Factor de Crecimiento tipo Insulina 1.

10.NF 1: Neuro Fibromatosis tipo 1.

11.NNK: Nitrosamina derivada de Nicotina.

12.CHRNAZ2: gen codificante de una subunidad del receptor neuronal nAChR.
13.RTEL1: Regulador 1 de la longitud de los telémeros.

14. GAP: Proteina asociada a GTPasas.

15. GTP: Trifosfato de Guanosina.

16.GDP: Difosfato de Guanosina

17.GEF: Intercambiadores de GTPs.

18.CDDP: Cisplatino

19.DMSO: Dimetil Sulféxido

20.ATCC: Organizacion Americana de coleccion de cultivos
21.dTMP: Timidilato

22.dNTPs: Nucledtidos

23.PD-1: Receptor de muerte programada

24.PDL-1: Ligando del receptor de muerte celular programada
25.BRCA1: Gen de Susceptibilidad a Cancer de Mama 1.
26.BRCA2: Gen de Susceptibilidad a Cancer de Mama 2.
27.MHC-1: Complejo Mayor de Histocompatibilidad 1.

28.NK: Células asesinas naturales.

29.GMPc: Monofosfato de Guanosina ciclico.
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30.PGK1: Enzima Fosfoglicerato Cinasa 1.

31.PDHK1: Enzima Piruvato deshidrogenasa Cinasa.

32.PDH: Enzima Piruvato Deshidrogenasa.

33.P8: Compuesto 2-[4-(3-clorofenil)-piperazina-1-il]-N-[(4R)-croman-4-
illacetamida.

34.C14: compuesto 2-[(3-clorofenil)-metil-metil-amino]-N- croman-4-il-acetamida.

35.PBS: Buffer Fosfato Salino.

36.MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

37.NFT: gen Factor Nuclear 1.

38.RITI: gen Tipo Ras sin motivo CAAX.

39.Gprc5a: gen de la Proteina 3 Inducida por el acido retinoico.

40.NNK: Nitrosamina cetona derivada de la Nicotina.

41.APCs: Célula presentadora de antigeno.
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2. Introduccion

2.1. Generalidades de pulmoén

Los pulmones son dos 6rganos esenciales del sistema respiratorio humano
que se encuentran en el térax flanqueando el corazén, estan protegidos por la caja
toracica ademas de estar recubiertos por una membrana serosa llamada pleura y
se encuentran separados por el mediastino como se observa en la figura 1 (Drake
etal., 2010).

g'ﬁ P,

R

4

Visceral Pleura

Right Lung Left Lung

Parietal Pleural

Right Pleural Cavity Lefeieatal savgy

Mediastinum

Figura 1 Organizacién general de los pulmones.

Organizacién de los pulmones indicando las regiones que lo flanquean. (figura modificada de Chaudhry R &
Bordoni B., 2022).

La funcion principal del pulmén es permitir el intercambio de gases externos
principalmente Oz y CO2 hacia el torrente sanguineo, este proceso se realiza en
pequefas estructuras llamadas alvéolos (Haddad M & Sharma S., 2022).

Cada pulmoén se divide en I6bulos que estan separados por estructuras de
tejido conectivo llamadas fisuras. El pulmoén derecho tiene tres I6bulos: superior,
medio e inferior, mientras que el pulmén izquierdo tiene dos ldbulos: superior e
inferior. La fisura oblicua divide el pulmén derecho en Iébulos superior e inferior,
mientras que la fisura horizontal separa el |6bulo superior del pulmén derecho en
|6bulos superior y medio como se observa en la figura 2 (Chaudhry R & Bordoni B.,
2022).
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Canna

Bronquio prnncipal - - Bronquio izquierdo
del tallo pnncipal
- Artena pulmonar
Lébulo supenor el g
Bronquio del - 7
derecho : : 5 pulmonares
Bronquio del J ™4 ! 2 2L izquierdas
I6bulo medio \ /
derecho
Lébulo medio
Bronquio del
I6bulo infenor

derecho

Lébulo infenor-

Derecho Izquierdo

Figura 2 Seccién transversal de la traquea que ilustra su relacién con los pulmones.

La imagen muestra un corte transversal de la traquea en la imagen superior, en la imagen inferior se muestran
ambos pulmones conectados a la traquea, el pulmén izquierdo se divide en 3 Iobulos (superior, medio e inferior)
también muestra como se ramifican los bronquios por dentro. El pulmén derecho muestra la distribucion de las

venas y las arterias al igual que la division entre I6bulo superior e inferior (modificado de Enfermeria.Top).

La estructura basica del pulmén incluye a los bronquios, bronquiolos y
alvéolos; Los bronquios son tubos grandes y rigidos que se ramifican desde la
traquea hasta los bronquiolos, los bronquiolos son estructuras tubulares de menor
diametro que los bronquios y son mas flexibles; estos se dividen en bronquiolos
terminales y luego en bronquiolos respiratorios, que se conectan a los alvéolos, por

ultimo, los alvéolos se encargan del intercambio gaseoso (Drake et al., 2010).

2.1.1. Células implicadas en cancer de pulmon

Existe una gran variedad de células que participan en el funcionamiento
correcto del pulmdn, sin embargo, algunas de esas células pueden ser blanco de
sustancias exdgenas que ocasionan mutaciones en su genoma y por consiguiente

el desarrollo de cancer en pulmdn, a continuacion, se mencionan algunas de las
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células que pueden desarrollar cancer de pulmoén y su localizacion se puede

observar en la figura 3 (Altorki et al., 2019).

Neumocitos tipo I: Células pequefias y escamosas en donde ocurre el intercambio
gaseoso, se unen a otras células alveolares mediante uniones estrechas para limitar
el influjo de liquido (Brandt FP & Mandiga P., 2022).

Neumocitos tipo Il: Células epiteliales que recubren los alvéolos y son
responsables de la produccién de surfactante pulmonar, una sustancia que reduce
la tension superficial en los alvéolos y ayuda a prevenir el colapso pulmonar (Bingle
L et al., 1990).

Células de Goblet: Células que tienen como funcién principal secretar moco
compuesto principalmente por mucina. Este moco gracias a su consistencia permite
capturar patdgenos o particulas que posteriormente seran eliminadas por expulsién
(Khan YS & Lynch DT., 2022).

Células ciliadas: Células que se encuentran en el epitelio del tracto respiratorio y
poseen cilios que se mueven coordinadamente en forma de ondas. Este movimiento
ayuda en el transporte del moco hacia la traquea para su posterior eliminacion (Khan
YS & Lynch DT., 2022).

Células endoteliales: Células que recubren los vasos sanguineos del pulmén y son
responsables de la transferencia de oxigeno y dioxido de carbono entre la sangre y
el aire en los alvéolos. También desempefian un papel en la regulacion del flujo

sanguineo pulmonar y la respuesta a la hipoxia (Sun X et al., 2021).

Células del musculo liso: Células musculares que se encuentran en las paredes
de las vias respiratorias y los vasos sanguineos del pulmoén. Estas células dependen
de las concentraciones de Ca?* para su funcidon y son responsables de la
contraccion y relajacion de las vias respiratorias y los vasos sanguineos, lo que

ayuda a regular el flujo de aire y sangre en los pulmones (Bai Y et al., 2007).

Células neuroendocrinas: Células que se encuentran en los pulmones y que
tienen caracteristicas tanto neuronales como endocrinas. Tienen caracteristicas

quimio sensitivas y fungen como componentes sensoriales del pulmén. También
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pueden formar cluster de células “NEBs” y tienen propiedades de células madre

(Noguchi M et al., 2021).

Células mesenquimales: Células del tejido conjuntivo que se encuentran en el

pulmén y que tienen la capacidad de diferenciarse en una variedad de células

diferentes,

como fibroblastos,

células musculares y células del

sistema

inmunoldgico. Estas células desempenan un papel importante en la reparacion y

regeneracion del tejido pulmonar después de una lesion o inflamacion (Nasari A et

al., 2021).

Figura 3 Microambiente en el pulmén.
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En la imagen se observa la distribucion de las células que dan la estructura y funcién al pulmén de las cuales
pueden surgir tumores, La imagen distingue dos regiones del pulmén, la proximal en donde se localiza el epitelio
respiratorio junto al estroma y las células que lo componen. La region distal en donde se localizan los alveolos

y las células que lo constituyen (modificado de Altorki et al., 2019)

2.2. Factores de Riesgo

Existen diversos factores de riesgo externos y conductas personales que
pueden provocar un aumento en la probabilidad de desarrollar cancer de pulmon,
este aumento en la probabilidad esta estrechamente relacionado con el tiempo de
exposicion que tiene una persona con los siguientes factores de riesgo:
Tabaquismo, exposicion al humo de segunda mano, exposicion a contaminantes en
el aire, comorbilidades, etc. (Hecht SS, 1999).

El tabaquismo es el principal factor de riesgo para el cancer de pulmon siendo
responsable de aproximadamente el 80% de los casos, ya que el humo del tabaco
contiene numerosos componentes quimicos mostrados en la Tabla 3 como la
Nicotina Alquitran, etc., que pueden causar dafio en el ADN de las células
pulmonares de manera directa o indirecta y desencadenar el desarrollo del cancer
(Hecht SS, 1999).

Algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos son metabolizados por las
células convirtiéndose en carcinogénicos ya que pueden formar abductos, estos
compuestos se tratan de eliminar por vias de desintoxicacion y cuando el balance
entre intoxicacion y desintoxicacion se rompe promueve el riesgo de desarrollar
cancer de pulmén (Hecht SS, 1999).

Alquitran Contiene una mezcla de
compuestos toxicos y cancerigenos.

Nicotina Adictiva y estimula la proliferacién
celular junto a la formacion de
nuevos vasos sanguineos que

alimentan al tumor.
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Monéxido de carbono Disminuye el suministro de oxigeno
a los tejidos y promueve la hipoxia
celular.

Metales pesados Toxicos y pueden afectar la funcion
celular.

Nitrosaminas y otros compuestos Pueden danar el ADN y provocar

quimicos. mutaciones.

Tabla 1 Compuestos que componen al cigarro de tabaco.

En la tabla se muestran los diferentes componentes que estan presentes en los cigarros, asi como los efectos

nocivos de cada compuesto.

La exposicion al humo de segunda mano, también conocido como humo
ambiental de tabaco, es una forma de tabaquismo pasivo que se produce cuando
se inhalan los productos quimicos toxicos mostrados en la Tabla 3 como el
monoxido de carbono, nicotina, etc., que se liberan al quemar cigarros de tabaco
por otra persona. Esto puede ocurrir en entornos cerrados, como hogares,
vehiculos, lugares de trabajo, restaurantes y bares, donde se permite fumar
(Kalandidi A et al., 1990).

La exposicion a contaminantes del aire mostrados en la Tabla 4 como el
ozono, material particulado, etc., es otro factor de riesgo importante para el cancer
de pulmon. Los contaminantes del aire son sustancias quimicas o particulas en el
aire que pueden ser inhalados y pueden danar el tejido pulmonar (Li D et al., 2023).
Algunos de los contaminantes del aire que se han asociado con un mayor riesgo de

cancer de pulmon incluyen:

Pequefias particulas de polvo, suciedad

u hollin suspendidas en el aire con un
diametro de 2.5 micrémetros que les
permite penetrar profundamente en los

pulmones y daiar las células.
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Gas que se forma en la atmosfera,
aunque también lo emiten las
combustiones de materiales fosiles que
tienen los automoviles, las fabricas,
etc., esta condicibn permite una
constante exposicion en la vida
cotidiana urbana.

Gas emitido por la quema de
combustibles fosiles.

Sustancias formadas por la quema de
materiales organicos como la madera o
el carbon.

Gas radioactivo presente en el subsuelo
que puede filtrarse hacia los edificios

Tabla 2 Contaminantes dafiinos presentes en el aire que respiramos y que dafian a las células en los

pulmones.

Una dieta saludable y equilibrada puede reducir el riesgo de desarrollar
cancer de pulmén. Los estudios han demostrado que una dieta rica en frutas,
verduras y cereales integrales puede ayudar a reducir el riesgo de cancer de
pulmén. Por otro lado, una dieta rica en grasas saturadas, carnes rojas y procesadas
se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén (Wang C et
al., 2022).

El cancer de pulmon también puede estar asociado a ciertas comorbilidades
o enfermedades coexistentes que aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad

o el riesgo de mortalidad. A continuacion, se mencionan algunas:

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) es una enfermedad
pulmonar cronica caracterizada por una obstruccién de las vias respiratorias, lo que
hace que sea dificil respirar y es causada principalmente por tabaquismo, por si
misma puede aumentar el riesgo de cancer de pulmén, incluso en personas que

nunca han fumado (de Torres JP et al., 2011).
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En pacientes con Enfermedades Cardio Vasculares (ECV), especialmente
cardiopatias y vasculopatias, se ha observado un mayor riesgo de incidencia de
cancer de pulmdn ya que ambas enfermedades comparten los mismos factores de
riesgo lo cuales son: Tabaquismo, diabetes, obesidad, entre otras, también se ha
reportado que pacientes con cancer de pulmon y ECV presentan mayor mortalidad
a causa de que muchos tratamientos para cancer de pulmoén no los pueden recibir
las personas con ECV (Wang C et al., 2022).

La diabetes es una afeccion crénica en la que el cuerpo no puede producir 0
utilizar adecuadamente la insulina. Se ha demostrado que las personas con
diabetes tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén debido al dafio en
el ADN ocasionado por el estrés oxidativo. También esta enfermedad genera un
microambiente inflamatorio lo que afecta la respuesta de las células del sistema
inmune, adicionalmente el uso excesivo de insulina puede aumentar los niveles de
expresion del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) y favorecer el desarrollo
de cancer mediante la activacion de la via de sefalizacion IGF involucrada en
proliferacion, supervivencia e invasion (Rey-Refones C et al., 2021) (Fidler MJ et
al., 2012).

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es una afeccién en la que los rifiones
no pueden filtrar adecuadamente los desechos de la sangre. Un metaanalisis de 18
estudios encontré una asociacion significativa entre la ERC y un mayor riesgo de
mortalidad cuando se presenta cancer de pulmoén en comparacion con la poblacién
general, con un riesgo relativo de 1.37, esto se debe al empeoramiento ERC por las

quimioterapias o cirugias que se emplean en cancer de pulmoén (Liu L et al., 2020).

2.3. Cancer de pulmén

El cancer de pulmén comienza con una célula del epitelio pulmonar que ha
sufrido mutaciones en genes como Ras, p53, EGFR, ROS1-ALK, STK11 entre otros
que estan involucrados en supervivencia, crecimiento, migracion, evasioén del
sistema inmune, diferenciacion, etc., por medio de la activacion de vias como la via
de las MAPK, AKT/mTOR, JAK/STAT, NF-kB, etc. Esto ocasiona una desregulacion
en su ciclo de vida y le otorga a la célula la capacidad de proliferar

descontroladamente e ir acumulando mutaciones adicionales (Hausman DM, 2019).
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Ya que la célula tiene las mutaciones necesarias para crecer, proliferar y
evitar al sistema inmune, comienza a generar un cumulo de células con una gran
diversidad de mutantes en lo que se denomina tumor. En el caso de cancer de
pulmoén el tumor se desarrolla en los pulmones y con el paso del tiempo el tumor va

creciendo en masa e invadiendo tejidos aledafos. (Roerink SF et al.,2018).

A medida que crece mas el tumor, este va modificando las condiciones del
microambiente a su favor hasta que alcanza el sistema linfatico o sanguineo vy
mediante un proceso celular comienza la transicion epitelio-mesenquimal para
poder viajar a través de esos sistemas y colonizar otros érganos como cerebro,
hueso, higado, etc. (Chmielik E et al., 2018).

2.4. Epidemiologia del cancer de pulmon

El cancer de pulmon es una de las neoplasias mas prevalentes y mortales a
nivel mundial, siendo responsable del 18% de todas las muertes por cancer tanto
en hombres como en mujeres (Bade BC et al., 2020). Segun estadisticas del ano
2020 hechas por IARC “International Agency for Research on Cancer” se estima
que en todo el mundo se presentaron aproximadamente 2.2 millones de casos
nuevos de cancer de pulmoén y 1.8 millones de muertes relacionadas con esta
enfermedad (Sharma R, 2022).

Estimated number of new cases in 2020, Mexico, both sexes, all ages Estimated number of deaths in 2020, Mexico, both sexes, all ages

Breast
Breast __ 7931 (8.8%)
29929 (15.3%)
Colorectum
7755 (8.6%)

Prostate
Other cancers Prostate Other cancers 7457 (8.3%)
86 869 (44.4%) 26 742 (13,7%) 41283 (45.8%)

Colos m
14901 (7.6%)

Liver
Thyroid 7175(8%)
11227 (5.7%)

Cervix uteri Lung
9439 (4.8%) 71100 (7.9%)

Lung Stomach Leukaemia Stomach
7 588 (3.9%) 8 804 (4.5%) 4786 (5.3%) 6735 (7.5%)

Total : 195 499 Total : 90 222
Figura 4 Incidencia y mortalidad en México de cancer de pulmoén.

En la imagen izquierda se puede observar que el cancer de pulmon se encuentra en la séptima posicion en
cuanto a incidencia mientras que en la imagen derecha se puede observar al cancer de pulmén en el quinto
lugar en cuanto a mortalidad y tomando ambos valores numéricos se encuentran casi idénticos por lo que

aproximadamente el 90% de los casos nuevos mueren (informacion obtenida y modificada de Globocan 2020).
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Estimated number of new cases in 2020, World, both sexes, all ages Estimated number of deaths in 2020, World, both sexes, all ages

Breast
2261419 (11.7%)

Lung
2206771 (11.4%)
Other cancers

8 879 843 (46%)

Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)

Stomach
1089 103 (5.6%)

Cervix uteri
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

1796 144 (18%)

Other cancers
3932768 (39.5%)
Colorectum
935 173 (9.4%)

Liver
830 180 (8.3%)

Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9958 133

Figura 5 Incidencia y mortalidad a nivel mundial de cancer de pulmon.

En la imagen izquierda se puede observar que el cancer de pulmoén se encuentra en la segunda posicion en
cuanto a incidencia mientras que en la imagen derecha se puede observar al cancer de pulmén en el primer

lugar en cuanto a mortalidad (informacion obtenida y modificada de Globocan 2020).

En el caso del cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC por sus
siglas en inglés), con base en el programa de vigilancia, epidemiologia y resultados
finales (SEER por sus siglas en inglés) las tasas de supervivencia que manejan para
personas con NSCLC son a 5 afios después de ser diagnosticados y dependiendo
del estadio del cancer de pulmén las probabilidades de sobrevivir mas de 5 afios
cambian como se observa en la Tabla 1, a mayor estadio menor es la probabilidad
de supervivencia debido a que el tumor a partir del estadio 3 ha invadido casi todo
el pulmdn y en el cuarto estadio esta ya ha migrado a otros érganos y en cualquiera
de los dos casos el pulmon ya esta demasiado dafado, mientras que para cancer
de pulmén de células pequenas (SCLC por sus siglas en inglés) las tasas de
supervivencia son menores como se puede observar en la Tabla 2, esto se debe a
que este tipo de cancer es bastante agresivo y pasa inadvertido por lo que crece y

migra con mayor rapidez que el de tipo NSCLC (American Cancer Society. Cancer

Statistics Center. http://cancerstatisticscenter.cancer.org. Accessed June 26, 2023).
Con base el sistema SEER, los estadios del cancer de pulmén son:

e Localizado; significa que no ha salido del pulmon.
e Regional; significa que ya migr6 hacia lugares cercanos como nodos
linfaticos.
¢ Distante; significa que ya migrd hacia otros 6rganos como cerebro, hueso,
etc.
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Estadio SEER Tasa de supervivencia relativa a

5 anos de NSCLC

Localizado- Etapa 1-2 65 %
Regional-Etapa 3 37%
Distante-Etapa 4 9 %

Combinacién de todo 28 %

Tabla 3 Tasa de supervivencia en cancer de pulmén de células no pequefias con base al estudio SEER.

Estadio SEER Tasa de supervivencia relativa a
5 afos de SCLC
Localizado-Etapa 1-2 30 %
Regional-Etapa 3 18%
Distante-Etapa 4 3 %
Combinacion de todo 7%

Tabla 4 Tasa de supervivencia en cancer de pulmén de células pequerfias con base al estudio SEER.

2.5. Tipos de cancer de pulmon

Cancer de pulmén de células no pequeinas (NSCLC).

Representa alrededor del 85% de los casos, las células que se ven afectadas
son generalmente células epiteliales del revestimiento de los pulmones. Estas
células pueden incluir células del epitelio bronquial y alveolar, asi como células

glandulares productoras de moco (Testa U et al., 2018).
Se clasifican de la siguiente manera:

» Adenocarcinoma (LUAD): es el tipo mas comun de NSCLC, representando
aproximadamente el 40% de los casos. Se origina en las células glandulares
que secretan moco y otras sustancias. Predominan mutaciones somaticas en
los que se identificaron 18 genes TP53 (46%), KRAS (33%), KEAP1 (17%),
STK11 (17%), EGFR (14%), NF1 (11%), BRAF (10%), SETD2 (9%), RBM10
(8%), MGA (8%), MET (7%), ARID1A (7%), PIK3CA (7%), SMARCA4 (6%),
RB1 (4%), CDKN2A (4%), U2AF1 (3%) y RIT1 (2%). dentro de estos destaca
el gen K-Ras siendo la segunda mutaciéon mas frecuente (Inamura K et al.,
2015).
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» Carcinoma de células escamosas (LUSC): representa alrededor del 25%
de los casos de NSCLC. Se origina en las células planas y delgadas que
recubren las vias respiratorias y a menudo esta relacionado con el consumo
de tabaco. Se caracteriza por mutaciones gendmicas complejas y se han

identificado 11 genes (Inamura K et al., 2015).

» Carcinoma de células grandes (LCC): representa aproximadamente el 10-
15% de los casos de NSCLC. Es un tipo poco comun de cancer de pulmén

que se origina en células grandes y redondas (Travis WD, 2019).
Cancer de pulmén de células pequenas (SCLC)

Representa aproximadamente el 15% de los casos, crece en la region peri
hiliar con infiltracion de submucosa bronquial y tejido peri bronquial, las células
afectadas son generalmente células neuroendocrinas que sufre mutaciones
principalmente en p53 y RB1, estas células se encuentran en los bronquios y
bronquiolos (Travis WD, 2019).

Se clasifica de la siguiente manera:

» Carcinoma de células pequeias (SCLC): representa aproximadamente el
15% de los casos de cancer de pulmon. Su tasa de crecimiento es muy
rapida, es altamente agresivo y se propaga con facilidad hacia otros 6rganos,
también se han encontrado mutaciones en NFl y RITI (Inamura K et al.,
2015).

En ambos tipos de cancer de pulmén, también pueden estar presentes células
inflamatorias y células del sistema inmunolégico, que tratan de combatir el
crecimiento del tumor mediante la destruccion de las células tumorales por accidn
de las células NK, infiltracion de células T al tumor que inducen la muerte celular,
presentacion de antigenos tumorales a las células dendriticas y APCs, etc., sin
embargo, el microambiente que genera el tumor puede interferir con el

funcionamiento de las células del sistema inmune, adicionalmente los factores de
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NSCLC Bronchioalveolar stem cells[75]
Bronchioalveolar stem cells|76]
Alveolar type Il cells|77], [ 78]
Alveolar type Il cells| 78]
Alveolar type Il cells[78]
Alveolar type II cells[82]
Alveolar type 11 cells[79]

Club cells[82]

Basal cells[81]

SCLC Neuroendocrine cells[79]
Neuroendocrine cells[82]
Neuroendocrine cells[82]
Alveolar type Il cells[82]
Alveolar type 11 cells[79]
Club cells[82]

Basal cells[81]

Basal cells[81]

riesgo pueden mantener un microambiente inmunosupresor en el pulmon (Bahreyni
Aet al., 2023).

Kras G12D + Naphthalene

Gprc5a-KO + NNK

Kras G12D

Kras G12D + Trp53-KO

EGFR-L858R

MYC overexpression

Trp53-KO + Rh1-KO

MYC overexpression

Trp53-KO + Rb1-KO + Fgfr1 K656E
Trp53-KO + Rb1-KO

MYC overexpression

Trp53-KO + Rbh1-KO + MYC overexpression
Trp53-KO + Rb1-KO + MYC overexpression
Trp53-KO +Rb1-KO

Trp53-KO + Rb1-KO + MYC overexpression
Trp53-KO + Rb1-KO

Trp53-KO + Rb1-KO + Fgfr1 K656E

Tabla 5 Origen celular de diferentes tipos de cancer de pulmén en modelos murinos.

La tabla muestra en la primera columna los dos tipos de cancer que existen (NSCLC y SCLC), en la sequnda
columna se muestran las células en el pulmén que pueden desarrollar estos tipos de cancer y en la tercera
columna mencionan las mutaciones o tratamientos que tienen que sufrir cada linaje celular para que se
conviertan en NSCLC o SCLC (modificado de Giaccone G & He Y., 2023).

En modelos murinos de NSCLC se encontrd una relacién entre los tipos de
cancer de pulmon y las mutaciones que permitian el desarrollo de ese tipo de cancer
de pulmén como se puede observar en la Tabla 5, observaron que tumores
histologicamente diferenciados en NSCLC podian transformase en SCLC si la
misma clona obtenia mutaciones adicionales en genes clave como Trp33-KO y RB1-
KO, adicionalmente el contacto con compuestos carcinogénicos como NNK o
Naftaleno que son derivados de combustibles fosiles pueden generar el desarrollo
cancerigeno si en la célula se encuentran genes mutados como K-Ras®'?P o

Gprc5a-KO (Giaccone G & He Y., 2023).
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2.6. Genética y progresion en cancer de pulmon

Se han identificado una gran variedad de genes que pueden ser heredados
y han sido asociados con un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén como el
gen del receptor colinérgico de nicotina CHRNAZ2, genes teloméricos como RTEL1
entre otros, sin embargo, estos estudios no han sido concluyentes en torno a que
sean iniciadores del desarrollo de cancer de pulmén. (Bade BC & De la Cruz CS,
2020).

Lo que si se puede afirmar es que el desarrollo de cancer de pulmén esta
estrechamente relacionado a la mutacion en los genes que se presentan a

continuacion:

2.6.1. EGFR

Los receptores relacionados al factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
como lo son EGFR/HER1, c-erbB3/HER3, c-erbB4/HER4 y c-erb2/HER2 han sido
encontrados sobre expresados en NSCLC en comparacién con las células
normales. Estos activan vias de sefalizacion como RAS/ERK/MAPK, PI3K/AKT y
STATS. Los exones que obtienen mutaciones son los exones 18, 19, 20 y 21. En
algunos casos se puede producir un reordenamiento del gen ocasionando una
delecion de los exones 2 al 7 que forman parte del dominio extracelular de EGFR
llamado EGFRVIII lo que implica una activacion constante. El efecto directo en la
célula de la activacion aberrante de estos receptores conlleva una mayor
proliferacion, supervivencia, crecimiento, migracion y diferenciacion por la

activacion de las vias antes mencionadas (Herbst RS et al., 2018).

2.6.2. EML4-ALK
El oncogén EML4-ALK causa el 5 % del total de canceres en NSCLC, esta

proteina de fusién surge cuando se produce un reordenamiento cromosémico y se
fusionan ambos genes la proteina asociada a microtubulos equinodermus (EML4) y
la proteina linfoma anaplasico cinasa (ALK), esta proteina de fusién es activada por
las citocinas ALKAL1 y ALKALZ2 resultando en la transmision de la sefalizacion
intracelular hacia MAPK. Existen 4 variantes oncogénicas de EML4-ALK de las

cuales las mas comunes son: la variante 1 (EML exdn 13 unido al exén 20 de ALK)
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y la variante 3 (EML exon 6 unido al exdn 20 de ALK). También encontraron que la
proteina de fusibn EML-ALK puede localizarse en otros compartimentos
intracelulares de la célula y reclutar proteinas para generar senalizaciones
oncogeénicas en AKT/mTOR y JAK/STAT (Elshatlawy M et al., 2023).

2.6.3. ROS1

ROS1 es una tirosina cinasa que al igual que ALK se vuelve oncogénica al
tener una reordenacién cromosdmica en donde genera una proteina de fusion con
otros genes como: RET, MET, EGFR, etc. Esta fusion la vuelve constitutivamente
activa lo que activa una senalizacion por las vias de ERK/MAPK, JNK/STAT,
PI3K/AKT, sin embargo, estas proteinas de fusion tienen poca incidencia que va

desde el 1 % al 2 % en cancer de pulmén (Chen J et al., 2023).

2.6.4. p53

Es bien conoci6 que P53 es el guardian del genoma ya que esta involucrado
en apoptosis, arresto del ciclo celular y reparacion del DNA. Se ha visto presente
P53 mutado en los exones 2, 3, 4, 6, 7, 9, 10 y 11, algunas de estas mutaciones
generan perdida de funcién de p53, ganancia de funcién o perdida de la proteina.
Al igual que K-Ras no tiene epitopos que sea afectados por drogas o farmacos que
restituyan su funcion. Existen 4 isoformas de la proteina p53; TApS53 es la forma
completa, A40p53 carece de los primeros 39 aminoacidos, A133p53 carece de los
primeros 132 aminoacidos y A160p53 carece de los primeros 159 aminoacidos, si
estas isoformas sufren mutaciones en los exones antes mencionados, cambian el
comportamiento de la proteina haciendo que p53 pierda su capacidad de union al
DNA, capacidad de interaccionar con otras proteinas, su capacidad de evitar ser
fosforilada, etc. Esto lleva a la progresién del ciclo celular, proliferacién y

supervivencia de las células cancerosas (Shen J et al., 2023).

2.6.5. Ras

Ras es una familia de pequenas GTPasas que inician una serie de cascadas
de senalizacion rio abajo cuando los receptores asociados son estimulados. Tres
proteinas componen a esta familia los cuales son K-Ras, H-Ras y N-Ras, las tres
comparten un dominio G con hasta un 90% de homologia y donde difieren es en la

region hipervariable, estas proteinas de la familia Ras estan relacionadas a
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diferentes funciones celulares como diferenciacion, progresion del ciclo celular,
supervivencia, crecimiento, evasion del sistema inmune, etc. Ya que pueden activar
las vias de sefalizacion MAPK, AKT/mTOR, RAL/GDS y RASSFS. Estas proteinas
tienen dos formas una activa “On” y una inactiva “Off”; en la forma inactiva esta
unida a GDP y por medio de proteinas Guanine nuecleotide Exchange Factor (GEF)
facilitan el intercambio de GDP por GTP lo que permite la activacién de Ras como

se observa en la figura 6 (Simanshu DK et al., 2017).

Una vez que la proteina Ras se activa comienza una cascada de fosforilacion
rio abajo continuando con una serie de fosforilaciones hacia otras proteinas lo que
activa vias de sefializacion como la via de las MAPK, la via de AKT, la via de RAF
etc. Cuando se requiere que RAS regrese a su estado inactivo entran en juego otras
proteinas las cuales son GTPase Activating Protein (GAP) que modifica la
conformacion tridimensional de Ras para que hidrolice GTP regresando a GDP y

terminando en su estado inactivo (Liu C et al., 2020).
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Figura 6 Activacion e inactivacion de las proteinas pertenecientes a la familia RAS y su regién carboxilo terminal.

(A) En la imagen se muestra a las proteinas RAS en su forma inactiva cuando estan unidas a GDP y por medio
de las GEP intercambian GDP por GTP para llevar a las proteinas RAS a su forma activa y para regresarlas a
su forma inactiva requiere de la hidrolisis de GTP con ayuda de las proteinas GAP. (B) En la imagen se muestra

el Dominio G conservado entre las subfamilias de RAS y los sitios en donde puede mutar la proteina. También
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se muestra la secuencia de aminoacidos en el extremo carboxilo a detalle de las proteinas HRAS, NRAS,
KRAS4A y KRAS4B (imagen modificada de Simanshu DK et al., 2017).

‘ lmwumwunmn HRAS

NRAS

167 186
“

Figura 7 Asociacion de los aminoacidos de la region carboxilo terminal con la membrana celular entre las
diferentes isoformas de KRAS, NRAS y HRAS.

En la imagen se puede observar como cambia la secuencia de aminoacidos en el extremo carboxilo afectando
Su uniéon con la membrana celular entre KRAS4A, KRAS4B HRAS y NRAS (imagen modificada de Simanshu
DK et al., 2017).

2.7. Diagnostico del cancer de pulmon

Un diagndstico temprano es necesario para poder aumentar la probabilidad de
curar o tratar el cancer de pulmén, el problema en la actualidad es porque en la
mayoria de los casos se detecta en estado tardio lo cual lleva al peor desenlace
(Nooreldeen R & Bach H., 2021). Generalmente se realiza el diagnostico de cancer
de pulmdén mediante una combinacion de pruebas y examenes, algunos sintomas
como tos persistente, dolor en el pecho, dificultad para respirar y pérdida de peso
inexplicable pueden sugerir la presencia de cancer de pulmoén y pueden ser

evaluados mediante siete técnicas (Thakur SK et al., 2020):

» Radiografia de térax: es la prueba inicial de deteccién que puede detectar
una masa anormal en el pulmén.

» Tomografia computarizada (TC) de térax: es una prueba mas precisa que
puede detectar tumores mas pequenos y proporcionar informacion detallada

sobre el tamafio, la ubicacion y la extensién del tumor.
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» Biopsia: es la confirmacion definitiva del cancer de pulmoén. Se pueden
obtener muestras de tejido del tumor mediante una variedad de técnicas,
como una biopsia con aguja guiada por TC o una broncoscopia.

» Analisis de sangre: se pueden realizar pruebas de sangre para detectar la
presencia de marcadores tumorales en la sangre, como el antigeno
carcinoembrionario (CEA) cuyos valores normales son < 5ng/ml y valores >
a 10 ng/ml indican posible desarrollo tumoral, la proteina asociada al cancer
de pulmon (LDH) cuyos valores normales oscilan de entre 105 — 333 UI/L, el
fragmento de citoqueratina 21-1 (CYFRA 21-1) cuyos valores normales son
< 3.2 ug/L, entre otros marcadores.

» Evaluacion de la funcion pulmonar: puede ser util para evaluar la capacidad

de los pulmones para respirar y determinar el mejor curso de tratamiento.

2.8. Tratamiento contra el cancer de pulmoén

El tratamiento para cancer de pulmén depende de varios factores, como el
tipo y estadio del cancer, la edad y la salud general del paciente. Los tratamientos
mas comunes incluyen cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia dirigida e
inmunoterapia. En el caso de cancer de pulmén de células pequefas (SCLC), la

mayoria de los pacientes reciben quimioterapia y radioterapia (Lahiri A et al., 2023).

Para el cancer de pulmén de células no pequenas (NSCLC), el tratamiento
varia segun el estadio y el subtipo del cancer. Entre los estadios 1y 2 es la mejor
opcion de tratamiento. En estadios mas avanzados, se puede utilizar radioterapia,
quimioterapia, terapia dirigida o inmunoterapia, o una combinacién de estos
tratamientos (Spiro SG & Silvestri GA., 2005).

2.8.1. Cirugia
La cirugia es el tratamiento mas comun para el cancer de pulmoén en estadio
temprano con una tasa de supervivencia mayor a 5 anos de hasta 90% Lung-

Sparing Surgery Effective for Early-Stage Lung Cancer - NCI siendo el mejor

tratamiento para los estadios 1y 2, este tratamiento consiste en extirpar el tumor y
una parte del tejido pulmonar circundante (Spiro SG & Silvestri GA., 2005). Gracias
al uso de screening programs es mas facil el diagnostico y la intervencion temprana,

también el uso de la robdtica ha ayudado mucho en este campo como lo es el uso
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de Video-assisted thoracoscopic surgery (VATS) y robotic-assisted thoracoscopic
surgery (RATS) (Montagne F et al., 2021).

a) La neumonectomia es una cirugia en la que se extirpa todo un pulmén. Esta
cirugia puede ser necesaria si el tumor se encuentra cerca del centro del
pecho y no se puede extirpar solo una parte del pulmén (Montagne F et al.,
2021).

b) La lobectomia es una cirugia en la que se extirpa todo un Iébulo del pulmén
que contiene el tumor. Esta es la cirugia preferida en la manera de lo posible,
ya que se conserva mas tejido pulmonar sano (Montagne F et al., 2021).

c) La segmentectomia o reseccion en cufa son cirugias en las que se extirpa
solo una parte del I6bulo pulmonar afectado por el tumor (Wang L et al,,
2022).

2.8.2. Radioterapia

La radioterapia utiliza radiacion de alta energia para matar células
cancerosas Yy reducir el tamafo de los tumores. La radioterapia puede ser externa
o interna (braquiterapia) y se utiliza en diferentes etapas del cancer de pulmén
(Spiro SG & Silvestri GA., 2005). Existen diferentes tipos de radio terapias como:
Radioterapia Ablativa Estereotactica (SBRT), Radioterapia Conformada
Tridimensional (3D-CRT), Radioterapia de Intensidad Modulada (IMRT), Terapia de
Aro Volumétrico Modulado (VMAT) y Radiocirugia Estereotactica (SRS) (Zhu Z et
al., 2022).

2.8.3. Quimioterapia

La quimioterapia utiliza farmacos para matar las células cancerosas, aunque
tiene bastantes efectos secundarios como nauseas, vomito, fatiga, mayor riesgo de
padecer infecciones, entre otros. Puede ser administrada por via intravenosa o por
via oral y se utiliza en diferentes etapas del cancer de pulmén (Spiro SG & Silvestri
GA., 2005).

Antes de la cirugia (quimioterapia neoadyuvante): La quimioterapia

neoadyuvante puede utilizarse (a veces con radioterapia) para intentar reducir el
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tamano de un tumor para extirparlo con una cirugia menos extensa cuando se
presenta NSCLC (Abidi et al., 2023).

Después de la cirugia (quimioterapia adyuvante): Puede utilizarse
quimioterapia adyuvante (a veces con radioterapia) para intentar eliminar cualquier
célula cancerosa que pueda haber quedado o que se haya extendido pero que no
puede verse ni siquiera en las pruebas de imagen cuando se presente NSCLC (Abidi
et al., 2023).

Drogas utilizadas

» Cisplatino (CDDP): El cisplatino funciona interfiiendo con el ADN de las
células cancerosas, lo que provoca dafo en su estructura y evita su
crecimiento y proliferacién (Zoh A & Bednarek |, 2023). Es comun el uso de
quimioterapias basadas en este compuesto como primera opcion, sin
embargo, tiene altos efectos citotdxicos y genotdxicos hacia las células sanas
y las células cancerosas generan resistencia muy rapido (Zhong T et al.,
2023). Tiene una tasa de respuesta de entre 25% a 30% vy la vigilancia federal
ha detectado algunos efectos secundarios como: ototoxicidad,
nefrotoxicidad, vomito, mielosupresién, neuropatia periférica, etc.

» Carboplatino: Es un derivado del cisplatino, por lo tanto, tiene un mecanismo
similar al cisplatino el cual seria la formacién de abductos en el ADN, este
compuesto es menos toxico que el cisplatino, pero también las células
cancerosas generan resistencia contra el carboplatino (Rabik CA & Dolan
ME, 2007). Tiene una tasa de respuesta de entre 20% a 30% y la vigilancia
federal ha detectado algunos efectos secundarios como: nauseas, vomito,
neuropatia periférica, mielosupresion, fatiga, etc.

» Paclitaxel (Taxol): Actua impidiendo la divisién celular al estabilizar los
microtubulos, estructuras necesarias para el crecimiento y la segregacion de
los cromosomas durante la division celular, arresta en la fase G2/M a las
células en division lo que lleva a la inevitable muerte, aunque células
cancerosas han encontrado vias de escape y generan resistencia (Gallego-
Jara J et al., 2020). Tiene una tasa de respuesta de entre 20% a 30% y la
vigilancia federal ha detectado algunos efectos secundarios como:
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reacciones de hipersensibilidad, alopecia mielosupresion, dolor muscular,
neuropatia periférica, etc.

Docetaxel: Al igual que el paclitaxel, el docetaxel también estabiliza los
microtubulos en las células cancerosas, interrumpiendo su division vy
crecimiento al arrestar a las células en fase G2/M (Muniyan S et al., 2020).
Tiene una tasa de respuesta de entre 7% a 10% cuando se utiliza como
segunda opcién, también la vigilancia federal ha detectado algunos efectos
secundarios como: mielosupresion, estomatitis, alopecia, retencion de
liquidos, etc.

Gemcitabina (Gemzar): Es un farmaco que tiene 3 vias efectoras, en la
primera inhibe a la enzima ribonucledtido reductasa que es esencial para la
sintesis de dNTPs, en la segunda actua como un sefiuelo que sustituye a la
citidina al momento de la sintesis de ADN vy la tercera promueve la apoptosis:
estas tres vias llevan a la muerte celular pero las células cancerosas generan
resistencia rapidamente (Coyne CP & Narayana L., 2016). Tiene una tasa de
respuesta de entre 20% a 30% en combinacién con cisplatino. La vigilancia
federal ha detectado algunos efectos secundarios como: erupciones
cutaneas, edema, erupciones en la piel, fiebre, vomito, nauseas, etc.
Vinorelbina (Navelbine): Actua uniéndose a la tubulina inhibiendo la
formacion de microtubulos lo que arresta a las células en la transicion de la
metafase y anafase (Hastie R et al., 2018). Tiene una tasa de respuesta de
entre 20% a 25% en combinacion con cisplatino o carboplatino. La vigilancia
federal ha detectado algunos efectos secundarios como: mielosupresion,
estrefimiento, fatiga, nduseas, neuropatia periférica, etc.

Etopésido (VP-16): Es un farmaco que se intercala entre los cortes del ADN
por la Topoisomerasa Il, estabiliza el complejo que se forma y evita la ligaciéon
del ADN, esto va generando rupturas en el ADN (Infante Lara L et al., 2018).
Tiene una tasa de respuesta de entre 60% a 70% principalmente en SCLC.
La vigilancia federal ha detectado algunos efectos secundarios como:
mielosupresion, estomatitis, fatiga, nauseas, vomito, estrefiimiento,

neuropatia feriférica, etc.
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> Pemetrexed (Alimta): Es un inhibidor de la enzima timidilato sintetasa, que
es necesaria para la sintesis de dTMP, aunque se ha visto que también inhibe
la enzima AICART que es necesaria para la sintesis de purinas (Booth L et
al., 2016). Tiene una tasa de respuesta de entre 30% a 40% en combinacion
con cisplatino. La vigilancia federal ha detectado algunos efectos
secundarios como: mielosupresion, erupciones cutaneas, vomito, fatiga,

nauseas, estomatitis, etc.

En el caso del cancer de pulmdn en células pequenas (SCLC) tiene una prognosis
fatal, esto debido a que es altamente agresivo, es dificil de detectar y los
tratamientos son limitados: se utiliza quimioterapia junto a la radioterapia y los
farmacos que se emplean son: (cisplatino + etopdsido) o (carboplatino + etopdsido)

con una tasa de respuesta de entre 60 a 70% (Lahiri A et al., 2023).

2.8.4. Terapia dirigida

La terapia dirigida es un tipo de tratamiento que se enfoca en identificar y
atacar ciertas moléculas especificas en las células cancerosas. A diferencia de la
quimioterapia, que puede dafar tanto las células cancerosas como las células
normales en el cuerpo, las terapias dirigidas estan disefadas para tener como
objetivo las células cancerosas y minimizar el dafio a las células sanas (Assi HI et
al., 2023).

A continuacion, se presentan algunos ejemplos de terapias dirigidas y los

objetivos moleculares y vias que interrumpen:

Inhibidores de la tirosina quinasa: Estos farmacos se dirigen a las proteinas
cinasas, que son responsables de la regulacion de diversas vias de sefalizacion
celular (Liu P et al., 2019). Los tres farmacos mencionados posteriormente son

pequenas moléculas.

» Erlotinib, afatinib, gafitinib: Estos farmacos inhiben la proteina cinasa del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), interrumpiendo la via
de sefializacion EGFR/ERK (Ayeni D et al., 2019). Tiene una tasa de
respuesta hasta de 70% con una supervivencia sin progresiéon de la

enfermedad de hasta 11 meses (Masri et al., 2018), la vigilancia federal ha
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detectado algunos efectos secundarios como: prurito, erupciones cutaneas,
fatiga, diarrea, vomito, etc.

Lorlatinib: Este farmaco inhibe la cinasa anaplasica linfoma de células
grandes (ALK) y a la proteina de fusion EML4-ALK, interrumpiendo la via de
sefalizacion ALK/STAT3 (Liu P et al.,, 2019). Actualmente en el estudio
CROWN hasta el 60% de pacientes han superado los 5 afios sin progresion
de la enfermedad (Solomon BJ et al., 2024), |a vigilancia federal ha detectado
algunos efectos secundarios como: neuropatia periférica, edema, fatiga,
aumento de peso, etc.

Alectinib: Este farmaco inhibe la cinasa anaplasica linfoma (ALK) en cancer
de pulmén con mutaciones en esta proteina, interrumpe la via de
sefalizacion ALK/STAT3. En un estudio se encontrd una supervivencia sin
progresion de la enfermedad de hasta 90.2 meses y los efectos secundarios
de este tratamiento involucran constipacion y dafio temprano al riidn (Peter
Setal., 2017).

Imatinib: Este farmaco inhibe la quinasa del receptor del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR-B) y c-Kit, interrumpiendo la
via de senalizacion PDGFR/PI3K, MAPK, STAT3; estas vias tienen un efecto
sobre la proliferacion, supervivencia, quimiotaxis, etc. (Kadivar A et al., 2017).
Un estudio en pacientes mayores a 70 anos resulto en una tasa de respuesta
de 32% junto a una supervivencia sin progresion de la enfermedad de hasta
7.3 meses (Bauman JE et al., 2012), la vigilancia federal ha detectado
algunos efectos secundarios como: fatiga, diarrea, dolor abdominal nauseas,
etc.

Crizotinib, entrectinib, repotrectinib: Estos farmacos inhiben a la proteina
de fusién ROS 1, esta proteina se genera entre la fusién del gen ROS 1 con
las proteinas transmembranales SLC34A2 o CD74. Esta fusion permite el
aumento en los niveles de este oncogen y permite la activacion constitutiva
de las vias de sefializacion MAPK, PI3K/AKT, STAT3 y VAV3 (Gendarme S
et al., 2022). En el estudio TRIDENT-1 los participantes mostraron una tasa
de supervivencia sin progresion de la enfermedad hasta de 36 meses (Drilon

et al., 2024). La vigilancia federal ha detectado algunos efectos secundarios
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como: edema, trastornos hepaticos, visuales y respiratorios, fatiga, vomito,

etc.

Inhibidores de la angiogénesis: Estos farmacos se dirigen a factores de
crecimiento y receptores implicados en la formacion de vasos sanguineos con el fin
de combatir la metastasis de las células cancerosas y evitar la expansion del tumor

al privarlo de nutrientes (Yu J et al., 2016).

» Bevacizumab: Es un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado que
se dirige contra el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
interrumpiendo la via de sefalizacion VEGF/VEGFR (Haunschild CE &
Tewari KS, 2020). Se ha reportado una tasa de supervivencia sin progresion
de la enfermedad de 5.8 meses en pacientes con mutaciones en K-Ras (West
HJ et al, 2022). La vigilancia federal ha detectado algunos efectos
secundarios como:hipertensién, proteinuria, hemorragias nasales,
problemas gastrointestinales, riesgo de perforacion intestinal, etc.

» Ramucirumab: Es un anticuerpo monoclonal humano que se dirige contra el
receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2),
interrumpiendo la via de sefnalizaciéon VEGF/VEGFR (Llovet JM et al., 2022)
En un estudio en pacientes con cancer de pulmén en etapa 4 se llevaron a
cabo tratamientos combinados entre ramucirumab y decetaxel obteniendo
una supervivencia sin progresion de la enfermedad hasta de 8.3 meses
(Garon EB et al., 2014). La vigilancia federal ha detectado algunos efectos
secundarios como: hipertensién, proteinuria, estomatitis, diarrea, fatiga,

riesgo de sangrado, infecciones, etc.

Inhibidores de la via mTOR: Estos farmacos se dirigen a las proteinas que

participan rio abajo de la sefializacién celular por mTOR (Lee L et al., 2018).

» Everolimus: Es un farmaco que se dirige contra la proteina cinasa mTORC1,
interrumpiendo la via de sefalizacion mTOR/PI3K/Akt, se utiliza en Tumores
neuroendocrinos (NETs) (Lee L et al., 2018). En un estudio de fase 3 se
trataron pacientes con cancer de pulmdén neuroendocrinos de etapas
avanzadas en donde los resultados muestran una supervivencia sin

progresion de la enfermedad hasta de 13.3 meses (Yao JC et al.,, 2016). La
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vigilancia federal ha detectado algunos efectos secundarios como:
estomatitis, hipoglucemia, hiperglucemia, fatiga, infecciones, anemia,
erupciones cutaneas, etc.

» Sunitinib: Es un farmaco que inhibe varias proteinas tirosina cinasa (Lee L
et al., 2018) y en estudios clinicos se ha encontrado una supervivencia sin
progresion de la enfermedad hasta de 4.3 meses en pacientes con SCLC
(Tanday S, 2015). La vigilancia federal ha detectado algunos efectos
secundarios como: hipertension, estomatitis, diarrea, fatiga, hipotiroidismo,

mielosupresion, riesgo de sangrado, etc.

Inhibidores contra Ras: Estos farmacos son pequefias moléculas que inhiben a
Ras oncogénico ya sea impidiendo su transporte, activacion, farnesilacion entre
otros. Es importante la busqueda de nuevos compuestos que inhiban la sefalizacion
oncogénica de K-Ras4B debido a que en la clinica los tumores con mutaciones en
esta proteina son muy agresivos y actualmente solo hay dos tratamientos

aprobados por la FDA para su uso clinico.

» Sotorasib: Es un farmaco por la FDA que se utiliza en cancer de pulmén con
mutacion de K-Ras®'%C, este se une a K-Ras y lo mantiene en su estado
inactivo “GDP” la desventaja es que es especifico de esa mutacién y las
células cancerosas puede generar resistencia al expresar K-Ras®'" o por la
activacion de vias no canodnicas (Lee A, 2022). Se ha reportado un aumento
en la supervivencia sin progresion de la enfermedad de hasta 7.8 meses en
pacientes que han recibido previamente quimioterapia con cisplatino y
presentan la mutacién en K-Ras®'?C (se Langhen AJ et al, 2023). La
vigilancia federal ha detectado algunos efectos secundarios como: fatiga,
dolor en articulaciones, tos, nauseas, diarrea, elevacion de enzima hepaticas,
etc.

» Adagrasib: Es un farmaco aprobado por la FDA que se utiliza en cancer de
pulmén con mutacion en K-RasG12C, evita la activacion de K-Ras
oncogénico mediante la uniéon covalente del farmaco con el aminoacido
cisteina, esta unién reduce la activacion de ERK y AKT afectando las vias de
senalizacion MAPK y AKT/MTOR. Se ha reportado una supervivencia sin

progresién de la enfermedad de hasta 12.6 meses en pacientes que han
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recibido quimioterapia e inmunoterapia (Janne PA et al., 2022). La vigilancia
federal ha detectado algunos efectos secundarios como: nauseas, fatiga,
diarrea, vomito anemia, etc.

K-Ras inhibitor 11: Es una pequefia molécula que se une de manera no
covalente en K-Ras por lo que inhibe la sefalizacion de ERK y AKT,
actualmente solo se han demostrado sus efectos antineoplasicos in vitro
(McCarthy MG et al., 2019).

Deltarasin: Esta pequeia molécula inhibe a la PDEG6 al interaccionar con el
pocket hidrofébico evitando la interaccion entre K-Ras y PDEG, esto provoca
afectaciones en las vias de sefalizacion MAPK y AKT/MTOR. Actualmente
se han demostrado sus efectos antineoplasicos in vitro tanto en lineas
celulares de PDAC como de NSCLC con mutaciones en K-Ras (Shetu SA et
al., 2023).

MDC-1016: Es un fosfolipido que interfiere en la localizacién de K-Ras
oncogénico en la membrana plasmatica, actualmente se ha evaluado su
eficiencia en PDAC tanto in vivo como in vitro obteniendo una reduccién en
el crecimiento tumoral de 63% (Mackenzie GG et al., 2013).

Simvastatin: Es una estatina lipofilica que inhibe a las proteinas activadoras
de Ras, actualmente se ha realizado ensayos de su efecto antineoplasico en
cancer de pulmén, prostata y mama. En cancer de mama se observa la
induccion de muerte por apoptosis al usar simvastatin (Rezano A et al., 2021).
Avicin G: Es una saponina derivada de la planta Acacia Victoriae que afecta
la localizacion de K-Ras4B®'2P en la membrana plasmatica al disminuir la
cantidad de fosfatidilserina. Actualmente se ha evaluado en NSCLC y PDAC
con mutaciones en K-Ras4B®'2P demostrando una supresion en el desarrollo
tumoral (McCarthy MG et al., 2019).

Prostain: Es un éster derivado del arbol Homalanthus nutans, esta molécula
inhibe la via canonica Wnt/Ca2+. Actualmente se han probado sus efectos
antineoplasicos en PDAC con mutantes de K-Ras4B¢'?V y H-Ras®'?V
(McCarthy MG et al., 2019).

Lupeol: Es un terpenoide que inhibe a la enzima FPTasa, actualmente se ha

evaluado esta molécula en cancer de pulmon con mutaciones en K-Ras®128
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mostrando efectos antineoplasicos mediante la inhibicion de la activacion de
ERK (Bhatt M et al., 2021).

» MRTX1133: Es una pequefia molécula que inhibe selectivamente a K-
Ras4BC€'?0 afectando las principales vias de sefalizacion MAPK vy
AKT/MTOR. Se evalu6 en PDAC con mutaciones en K-Ras®'2® demostrando
un potente efecto antineoplasico tanto in vivo como in vitro (Wei D et al.,
2024).

2.8.5. Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento que utiliza el sistema inmunoldgico
del cuerpo para combatir el cancer, se utilizan medicamentos que ayudan al sistema
inmunoldgico a identificar y atacar las células cancerosas. La inmunoterapia se
utiliza principalmente para tratar el cancer de pulmon avanzado y puede tener

menos efectos secundarios que otros tratamientos (Hu-Lieskovan S et al., 2020).

» Inhibidores de punto de control inmunitario (IPC): Son anticuerpos como:
durvalumab, nivolumab, pembrolizumab y atezolizumab que ayudan a activar
el sistema inmunoldgico del cuerpo para que pueda identificar y atacar las
células cancerosas, generalmente van contra PD-1 y PDL-1 (Hu-Lieskovan
S et al., 2020). En ensayos clinicos se ha encontrado una tasa de respuesta
de 35% con una media en la supervivencia sin progresion de la enfermedad
de 8.1 meses (Reck M et al, 2022). La vigilancia federal ha detectado
algunos efectos secundarios como: fatiga, prurito, erupciones cutaneas,
diarrea, inflamacién de érganos, reacciones autoinmunes, etc.

» PARP: Es una enzima que desempefia un papel importante en la reparacion
del ADN, los inhibidores para esta enzima fueron originalmente desarrollados
para pacientes con mutaciones en BRCA1 o BRAC2. Los inhibidores de
PARP como: olaparib y nilaparib bloquean la actividad de esta enzima, lo que
lleva a la acumulacion de dafo en el ADN y a la muerte celular en las células
tumorales (Li S et al., 2022). La vigilancia federal ha detectado algunos
efectos secundarios como: mielosupresion, fatiga, nauseas, pérdida de

apetito dolor abdominal, diarrea, etc.
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> Vacunas contra el cancer: Estas vacunas aun en desarrollo estan

2.9.

disefadas para estimular el sistema inmunoldgico del cuerpo para que pueda
reconocer y atacar las células cancerosas, se pueden utilizar diferentes
antigenos tumorales desde péptidos, células, acidos nucleicos, etc. Se
dividen en cuatro clases vacunas basadas en células, vacunas basadas en
acidos nucleicos, vacunas basadas en virus y vacunas basadas en péptidos
(Liu J et al., 2022).

Terapia de células NK: Esta terapia aun en desarrollo se ha propuesto como
una opcion contra el cancer ya que son altamente letales contra células
carentes de MHC-I, sin embargo, se ha visto que hay células cancerosas que
expresan MHC-I porque evaden este sistema; actualmente se estan
investigando células NK alogénicas para superar estos obstaculos (Lamers-
Kok N et al.,2022).

Terapia de virus oncoliticos: Esta terapia aun en desarrollo se basa en
utilizar virus modificados que puedan infectar células cancerosas. Tiene dos
formas de actuar, una es que por infeccién viral las células cancerosas liberen
montones de citocinas y recluten a la maquinaria inmunoldgica; la segunda
es que entren a la célula cancerosa y detengan su maquinaria de division
para usarla a su favor y que el virus se replique dentro y termine matando a
la célula (Li L et al., 2020).

KRAS

Existen 2 isoformas de la proteina K-Ras que son resultado del splicing

alternativo que puede sufrir el gen KRAS. Las proteinas resultantes son K-Ras4Ay

K-Ras4B. Ambas difieren en su region hipervariable debido al splicing alternativo

que se genera al final del exdn 3 del gen KRAS, la isoforma K-RAS4B en particular

pierde su sitio de palmitoilacion y en su lugar incorpora una secuencia rica en poli

lisinas que interaccionan electroestaticamente con la region hidrofébica de la

membrana plasmatica como se observa en la figura 8 (Nuevo-Tapioles C & Philips
MR, 2022).
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Figura 8 Estructuracion de las proteinas de la familia de K-Ras.

(A) comparacion entre las regiones variables y constantes de las proteinas asociadas a la familia KRAS
comparando los aminoacidos de la isoforma K-Ras4a de K-Ras4B en la region hipervariable. (B) Splicing
alternativo de K-Ras para formar la isoforma K-Ras4a y K-Ras4B (imagen modificada de Nuevo Tapioles C
Philips MR, 2022).

La isoforma K-Ras4B es de suma importancia debido a que prevalece sobre
la isoforma K-Ras4A en cancer de pulmén y es la mas estudiada para entender el
efecto de K-RAS en cancer. De igual manera en cancer de pulmén las mutaciones
de K-Ras4B abarcan hasta el 30 % de incidencia en cancer de pulmoén (von Karstedt
S & Walczak H, 2020), aunque K-Ras se ha considerado como obijetivo terapéutico
contra cancer que tiene mutaciones en este gen, también se le ha denotado como
un objetivo imposible para el uso de drogas ya que carece de epitopos que se

puedan utilizar.

K-Ras4B pasa por varias modificaciones post traduccionales, la primera
modificacion que sufre es la adicion de un grupo farnesilo en la cisteina del motivo
CAAX, posteriormente una endonucleasa llamada RCe1 corta el enlace peptidico
entre la cisteina y el aminoacido siguiente del motivo CAAX. Por ultimo, sufre una
adiciéon de un grupo metilo por la enzima Icmt “Isoprenilcisteina carboximetil

transferasa” como se puede apreciar en la figura 9, estas modificaciones son
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necesarias para que pueda salir del complejo de endomembranas y ser

transportada por PDE66 como se observa en la figura 12 (Nussinov R et al., 2021)

FTase
HN—JEE - CAAX-CO, ?—) H,N—JE - cAAX-cO,
< <
SH S
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SAH SAM
lcmt } "AAX

Figura 9 Modificaciones post traduccionales de las proteinas Ras.

En la imagen se puede observar la secuencia de las modificaciones post traduccionales que van sufriendo las
proteinas de la familia Ras para su maduracion y posterior transporte hacia la membrana plasmatica (Imagen

modificada de la tesis de Cristina Lépez Alcala, 2006).

Una caracteristica importante de K-Ras4B es que posee un sitio de
fosforilacidén en la posicion 181, cuando se agrega un fosfato actua como un switch
lo que provoca debilidad en su unién a la membrana plasmatica y aumenta su
capacidad de translocar a otros compartimentos membranosos (Nuevo-Tapioles C
& Philips MR, 2022), el grupo farnesilo junto al tramo de poli-lisinas en su extremo
carboxilo condiciona a K-Ras4B para que no pueda ser transportada hacia la
membrana plasmatica por vesiculas y tenga que ser extraida del complejo de
endomembranas por medio de la chaperona citosdlica llamada Fosfodiesterasa-6

(PDEGJ) para poder llegar a la membrana plasmatica (Nussinov R et al., 2021).

La isoforma K-Ras4B es susceptible a mutaciones en el codon 12, 13y 61 lo
que lleva a una constante activacion de las vias de senalizacion MEK/ERK,
PI3K/AKT, Ral y NF-kB como se observa en la figura 10 resultando en el inicio de
un proceso oncogénico (Nuevo-Tapioles C & Philips MR, 2022).
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Figura 10 Vias que pueden activar las proteinas oncogénicas de la familia Ras.

Vias de senalizacion controladas por la activacion de GTPasas de la familia Ras (imagen modificada de Yin G
etal., 2023).

Se han desarrollado inhibidores para detener la via de sefializacion mediada
por K-Ras4B™ desde los receptores asociados a Ras como EGFR, hasta los
efectores rio abajo de K-Ras4B™ como MEK, ERK, RAF, PI3K, AKT, etc., como se
observa en la figura 11, sin embargo, el porcentaje de respuesta es menor al 50%
debido a la adaptabilidad que tienen las células cancerosas pudiendo activar
algunos de estos efectores mediante otras vias de sefalizacion o adaptandose para
resistirse a la inhibicién. Recientemente se ha desarrollado un farmaco para el
tratamiento de cancer de pulmon con la mutante de K-Ras4B®12C, este inhibidor se
llama Sotorasib y es especifico de esta mutante al unirse mediante un enlace
covalente (Yin G et al., 2023).
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Figura 11 Inhibidores que se utilizan para detener la sefializacion de las vias que activan las proteinas de la
familia Ras.

En la imagen se observan diferentes blancos de los inhibidores que se utilizan para detener la activacion de las

vias de sefalizacion de las proteinas de la familia Ras (imagen modificada de Cucurull M et al., 2022).

2.9.1. Fosfodiesterasas (PDEs)

Las fosfodiesterasas son enzimas que catalizan el enlace fosfodiéster
hidrolizando el enlace nucledtido 3',5’-ciclico regresando a estos segundos
mensajeros a su correspondiente nucleétido 5 monofosfato. Dentro de la
superfamilia de las fosfodiesterasas se dividen en 11 fosfodiesterasas cada una
teniendo diferente sustrato o el mismo que otras y localizandose en distintos

organos del cuerpo.

2.9.2. Fosfodiesterasa 6 (PDEG6)

La enzima fosfodiesterasa 6 se encuentra preferencialmente en la retina
donde desempena un papel muy importante, el cual consta en finalizar la
senalizacion por el segundo mensajero GMPc debido a la degradacién de este por
medio de PDEG6 activada por la luz. PDE6 es un tetramero el cual consta de
polipéptidos Pa, PB y Py en una relacion molar de 1:1:2, los polipéptidos Pa y P
contienen sitios cataliticos mientras que Py contiene el sitio inhibidor de la actividad
enzimatica. Por accion de la luz el isébmero 11-cis-retinal cambia su conformacién a

trans-retinal lo que lleva a la activacion de la opsina y esto a su vez induce la
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activacion de la tranducina al intercambiar GDP por GTP ocasionando la liberacion
de la subunidad a1 del complejo By que activa la PDE6 permitiendo PDEG6 hidrolice

GMPc (Receptores celulares y la transduccion de sefnales pag. 146-158).

2.9.3. Complejo KRAS4B/PDE646
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Figura 12 Transporte de K-Ras4B hacia la membrana plasmatica.

En laimagen se puede observar como es necesario que K-Ras4B forme el complejo con PDE66 para que pueda
ser transportado hacia la membrana plasmatica, también se observa que cuando es fosforilada K-Ras4B esta
pierde su interaccion con la membrana y permite la separacion de la membrana (imagen modificada de Nussinov
R et al., 2021).

Particularmente K-Ras4B tiene una alta afinidad por el complejo PDE6d
siendo esta proteina su chaperona para que sea translocada a la membrana
plasmatica como se observa en la figura 12. Mediante simulaciones de dinamica
molecular se ha propuesto que PDEG®S tiene una alta afinidad por las proteinas de
la familia Ras que no hayan recibido palmitoilacion, pero si farnesilacion y geranil
geranilacion. La proteina K-Ras4B es farnesilada en la Cisteina del extremo
carboxilo lo que le permite interactuar con PDE66 formando el complejo PDE66-K-
Ras4B como se representa en la figura 13 (Muratcioglu S et al., 2017).
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KRAS4b

Figura 13 Complejo K-Ras4B~PDE?J.

Interaccién entre la cisteina farnesilada de K-Ras4B con la proteina PDEG606 para la formacién del complejo K-
Ras4B~PDESJ. (imagen tomada de Simanshu DK et al., 2017).

3. Antecedentes

3.1. Efecto antineoplasico de los compuestos P8 y C14
en PDAC con K-Ras™,

Nuestro grupo de investigacion se dio a la tarea de investigar
para el adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC por sus siglas en
inglés), este tipo de cancer es altamente letal en donde aproximadamente el 90 %
de los casos clinicos perecen (Brisefio Diaz P et al., 2023). Las mutaciones que
predominan en PDAC son en K-Ras, TP53, SMAD4 y CDKN2A/p16, de las cuales
K-Ras mutado prevalece en el 80 % aproximadamente de los casos (Hu HF et al.,
2021).

Los resultados de nuestro grupo de investigacion concluyeron que en las
lineas celulares Mia PaCa-2 con mutacion en K-Ras®'2¢, PANC-1 con mutacién en
K-Ras®'?® y Capan-1 con mutacion en K-Ras4B€'?V de adenocarcinoma ductal
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pancreatico, los compuestos P8 y C14 tienen un efecto citotdxico sobre estas lineas
tumorales. Obtuvieron un ICso para el compuesto P8 de 24.18, 51,18 y 28.96 yM
para Mia PaCa-2, PANC-1 y Capan-1 mientras que el ICso del compuesto C14 fue
de 90.18, 103.5 y ~28.96 uM para Mia Paca 2, PANC-1 y Capan-1 respectivamente.
Como dato relevante en la linea celular no cancerosa HTERT se requieren
concentraciones mas altas de cada compuesto para observar un efecto citotoxico
siendo el ICso del compuesto P8 de 103.45 uM mientras que el IC50 del compuesto
C14 fue de 171.4 uM. De igual manera observaron que ambos compuestos P8 y
C14 promueven la muerte por apoptosis en la linea celular Mia PaCa-2 con un 60
% de muerte aproximadamente, por otro lado, en la linea celular PANC-1 alcanzé el

50 % de muerte y en la linea Capan-1 hubo muerte de hasta un 30 %.

Estos efectos de muerte y citotoxicidad se dan a razén que los compuestos
P8 y C14 estabilizan la interaccion entre el complejo K-Ras4B~PDEGd y esto evita
que PDEGO pueda liberar a K-Ras4B en la membrana plasmatica por lo que se

interrumpe la sefalizacion oncogénica de K-Ras4B

La energia de Gibbs que presenta el compuesto P8 es de AG -101.77, AG
-103.35, y AG -126.14 kcal/mol en las lineas PANC-1, Mia PaCa-2 y Capan-1
respectivamente lo que significa una alta afinidad, mientras que la energia de Gibbs
que presenta el compuesto C14 es de AG -98.98, AG -100.3, y AG -99.36 kcal/mol
en las lineas PANC-1, Mia PaCa-2 y Capan-1 respectivamente siendo mas baja la
afinidad que con el compuesto P8. Adicionalmente la energia de Gibbs en la linea
HTERT que es de AG -86.6 y AG -101.77 para C14 y P8 respectivamente, lo cual
significa que los compuestos requieren mas energia para llevar a cabo la interaccion

y son menos afines a K-Ras"''.

Por otra parte también observaron una gran disminucion en los niveles de
fosforilacion de las proteinas AKT y ERK, los compuestos P8 y C14 disminuyeron la
activacion de AKT un 100 % y de ERK desde un 80-99% en la linea celular PANC-
1, sin embargo en la linea celular Mia PaCa-2 ambos compuestos disminuyeron la
activacion de AKT desde un 90-100 % y solamente P8 redujo la activacion de ERK

un 100% lo que significa una reduccion casi total de la activacion de ERK y AKT.
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Por otro lado, en la linea Capan-1 ambos compuestos redujeron la activacion de
AKT un 10% y de ERK desde 80-90% aproximadamente.

En otro punto los datos de mayor relevancia son los que se obtuvieron en los
ensayos con xenotrasplantes, en donde se observd una reduccion del volumen
tumoral desde un 80% hasta un 95% utilizando 30 y 60 mg/Kg tanto del compuesto
P8 como del compuesto C14, sin embargo, el mejor efecto antineoplasico se
observo usando 30 mg/Kg de la combinacion de P8 y C14 llegando a alcanzar una
reduccion del volumen tumoral de 99%. Inclusive también se realizaron
xenotrasplantes con cultivos primarios de PDAC con K-Ras™! observando una
erradicacién de los tumores usando los compuestos P8 y C14. Caso contrario al uso
del farmaco gemcitabina que se utiliza como tratamiento de primera linea en cancer
de pancreas, este farmaco redujo el volumen tumoral desde un 50% hasta un 60%
siendo la mita de eficiente que los compuestos P8 y C14 sin embargo como dato

alarmante a partir del 5 dia de tratamiento los ratones comenzaban a morir.

En conclusion, estos datos afirman que los compuestos P8 y C14 tienen
propiedades antineoplasicas sobre cultivos primarios de PDAC con K-Ras™y sobre
las lineas cancerosas Mia PaCa-2 con mutacion en K-Ras®'?C, PANC-1 con

mutacion en K-Ras®'?P y Capan-1 con mutacion en K-Ras4BG12V,
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Figura 14 Interaccion del compuesto C14 con el complejo K-Ras4B®"?C~PDEG66.

C) Conformacién tridimensional del compuesto C14 y su interaccion tridimensional con el cristal del complejo

K-Ras4BC®'?C~PDE66&. D) Interacciones quimicas entre los elementos que componen al compuesto C14 y los
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aminoécidos que conforman al complejo K-Ras4BC®'2°~PDE66 (imagen modificada de Brisefio Diaz P et al.,
EMBO Molecular Medicine, submitted).

3.2. Efecto antineoplasico de los compuestos P8 y C14

en Cancer de mama triple negativo con K-Ras™!.

Después de haber observado el efecto antineoplasico en PDAC con
mutaciones en K-Ras, nuestro laboratorio se dio a la tarea de investigar si estos
mismos compuestos P8 y C14 también ejercian un efecto antineoplasico en cancer
de mama triple negativo que es el subtipo mas agresivo. De igual forma se ha
reportado que las mutaciones en K-Ras4B participan en la adquisicién de
resistencia a la quimioterapia por lo que se decidié evaluar el efecto antineoplasico
en lineas celulares normales y radio resistentes de cancer de mama triple negativo
(Carrion Estrada DA et al., 2024)

Los resultados de nuestro grupo de investigacion concluyeron que los
compuestos P8 y C14 son afines al complejo K-Ras4B€'3P-PDE6GS con valores de
unidén (AG) de -497.8 y -490.2 Kcal/mol respectivamente. mientras que para K-

Ras4BWT la afinidad es mucho menor siendo de -406.9 Kcal/mol.

Se utilizé la linea celular MCF-10A que es no cancerigena, también se
utilizaron las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-231RR, la primera linea
celular tiene mutacion en K-Ras4B€'30 y |a segunda es la misma linea, pero radio-
resistente y por Gltimo se utilizé la linea celular cancerosa MCF-7 con K-RASYWT. En
las cuatro lineas celulares se probo la citotoxicidad de los compuestos a 24 y 48
horas obteniendo los valores de ICso que se presentan en la tabla 6 confirmando
que ambos compuestos afectan la viabilidad de las lineas celulares con mutacion

en K-Ras®12D,
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MCF-10A MDA-MB-231 MDA-MB-231RR MCF-7

1C50-24 (uM)
Cl4 5914 + 2100 911 £39 1282+ 26 1742 = 19.0
] 1,146.8 + 291.0 140.1 + 335 163.3 £ 168 1853 = 153
Cisplatin 12.0 £ 0.0 3520 412 200.0 £ 0.0 1503 + 32.1
IC50-48 (uM)
Cl4 3102 + 106 60.0 + 6.6 706 =35 1345 = 10.5
P8 907.1 £ 219.2 632 £ 106 156.4 £ 284 1036 = 49.8

Cisplatin 59+ 16 2968 + 348 1036 + 87 67.3 + 206

Tabla 6 Valores de ICso a 24 y 48 horas para las lineas celulares MCF-10A, MDA-MB-321, MDA-MB-231RR y
MCF-7

Al evaluar la activacion de los efectores ERK y AKT se encontré que en la
linea MDA-MB-231 ambos compuestos P8 y C14 disminuyeron la activacion de ERK
hasta un 70%. Por otro lado, el compuesto P8 redujo la activacién de AKT hasta en
un 70% mientras que el compuesto C14 lo redujo hasta en un 60%. En consiguiente
para la linea radio resistente MDA-MB-231RR ambos compuestos P8 y C14
redujeron la activacion de ERK hasta en un 35 y 30% respectivamente, mientras
que ambos compuestos mostraron una reduccién menor al 70% en la activacion de
AKT indicando que los compuestos P8 y C14 afectan la sefalizacion intracelular de
la via MAPK y AKT/mTOR desembocando en muerte celular que se midio

posteriormente.

En el caso de la linea MDA-MB-231 el compuesto C14 indujo la muerte por
apoptosis hasta un 18.52% mientas que la muerte por necrosis se mantuvo en un
0.56%, asimismo el compuesto P8 exhibi6 un mayor porcentaje de muerte por
apoptosis siendo este de 48.5% mientras que la muerte por necrosis se mantuvo en
4.28%.

Ademas de observar la induccion del arresto celular al usar los compuestos
P8 y C14 en las lineas celulares cancerosas, también se evalud el efecto
antineoplasico de estos mismos compuestos en modelos murinos con
xenotrasplantes. El resultado que se obtuvo fue relevante ya que observaron una
reduccion en el volumen tumoral de 40% al utilizar 30 mg/Kg del compuesto C14 y
por otro lado 30 mg/Kg del compuesto P8 redujo el volumen tumoral hasta un 41.6%.
Por el contrario, el tratamiento con cisplatino mato a todos los ratones antes del
sexto dia.
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En conclusion, estos datos afirman que los compuestos P8 y C14 tienen un
efecto antineoplasico preferente en mutantes de K-Ras4B ademas de afectar vias
de senalizacion controladas por la activacion de ERK y AKT en lineas celulares de

cancer de mama triple negativo con K-Ras4B¢'3P,

3.3. PGK1

La proteina PGK1 desempefia un papel fundamental en el metabolismo de
las células ya que participa en la primera reaccion que genera ATP en la glicolisis

catalizando a 1,3-bifosfoglicerato en 3-fosfoglicerato (Chen Liang et al., 2019).

Se ha encontrado que PGK1 es importante en tumores con mutacién en
SMAD4-, primero observaron que SMAD4 interactua con TGF-3 para reprimir el
promotor de PGK1, cuando los tumores son SMAD4" no existe esa represion lo que
aumenta los niveles de PGK1 en la célula. PGK1 puede estar en altas cantidades
ya sea en el citosol o en el nucleo dependiendo de donde esta genera una
reprogramacion metabdlica; cuando se encuentra en el citosol, las células
cancerosas potencian su proliferacién al producir altas cantidades de lactato por la
via de glicdlisis y por ende altas cantidades de energia en menor tiempo. Mientras
que en el nucleo PGK1 actua como factor de transcripciéon reprimiendo al promotor
de E-cadherina ocasionando una preferencia del metabolismo hacia la fosforilacion
oxidativa lo que comienza a generar el fenotipo mesenquimal en las células

cancerosas con mutaciones en SMAD4- (Chen Liang et al., 2019).

Otro grupo encontré que durante un estado de hipoxia en lineas celulares de
cancer de pulmdn de células no pequefias con K-Ras"WT o hiperactivacion de la via
MAPK por parte de K-Ras®'?V en lineas celulares de cancer de pulmoén de células
no pequenas, la enzima pERK fosforila a la enzima PGK1 causando una
translocacién del citosol a la mitocondria en donde PGK1 fosforilada actua como

una cinasa y fosforila a Piruvato Deshidrogenasa Cinasa 1 (PDHK1) activandola y
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esta a su vez fosforila a Piruvato Deshidrogenasa (PDH) lo que provoca su

inactivacion como se observa en la figura 16 (Li X et al., 2016).
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Figura 15 Efecto de la hiperactivacion de ERK en la translocacion de PGK1 hacia la mitocondria.

La hiperactivacion de ERK permite que pERK fosforile a la enzima PGK1 en el residuo S203, esto permite la
asociacion de prolil isomerasa (PIN1) para que PGK1 pueda translocar a la mitocondria y dentro fosforilar a
PDHK1 en el residuo T338, pPDHK1 se activa y fosforila a PDH en el residuo S293, PDH queda inactiva por lo
que deja de convertir piruvato en Acetil-CoA (Imagen modificada de Li X et al 2016).

Este proceso retiene al piruvato de ser transformado en Acetil-CoA por lo que
no entra al ciclo de Krebs resultando en una acumulacion de piruvato en el citosol y
su conversion a Lactato provocando un aumento en la via de la glucélisis anaerobia
potenciando el efecto Warburg y llevando a las células cancerosas a un aumento
en los niveles energéticos favoreciendo el crecimiento, proliferacion y metastasis

hacia cerebro, También ocasiona que el exceso de lactato en la célula sea
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expulsado al medio extracelular acidificandolo y afectando negativamente la funcion

anti oncogénica del sistema inmune (Li X et al., 2016).

4. Justificacion

La caracterizacion In vitro y los ensayos en modelos murinos de los
compuestos C14 y P8 en lineas celulares de cancer de pancreas y mama con
mutaciones en K-Ras4B han mostrado resultados prometedores al evaluar la
actividad antineoplasica de estos compuestos. Con base en esta informacion, es
posible que también ejerzan actividad antineoplasica en lineas celulares de cancer

de pulmén de células no pequeias con mutaciones en K-Ras4B.

5. Hipotesis

Los compuestos P8 y C14 ejercen un efecto antineoplasico en lineas de

cancer de pulmon de células no pequefias con mutaciones en K-Ras4B.

6. Objetivo General

= Caracterizar las propiedades antineoplasicas In vitro de los compuestos P8

y C14 en diferentes lineas de cancer de pulmdn de células no pequenas.

7. Objetivos Especificos

1. Determinar la actividad citotoxica de los compuestos P8 y C14 en lineas de

NSCLC. Cancer de pulmén de células no pequenas

2. Evaluar el impacto de los compuestos sobre la activacién de ERK y AKT en

lineas de NSCLC. Cancer de pulmén de células no pequenas

3. Determinar si los compuestos promueven la muerte celular por apoptosis en
lineas de NSCLC

55



4. Observar el impacto de los compuestos P8 y C14 sobre la localizacion celular
de PGK1 en lineas de NSCLC.

8. Desarrollo Experimental

Control farmacolégico CDDP
Compuesto P8 y C14 Western Blot
Lineas Control negativo DMSO y ‘
celulares de solo medio
céncer de 4
pulmén

Extracc_mn de
‘ proteinas \

Ensayo de muerte |

celular

Inmunofluorescencia

NCI-H1975 L

Citotoxicidad :
usando el
protocolo

MTT

9. Materiales y métodos

9.1. Compuestos

Los compuestos P8 y C14 fueron adquiridos de la compafia ENAMINE (Kyiv,
Ukranie), se disolvieron 17.5 mg del compuesto P8 en 500 ul de DMSO al 100%, el
compuesto C14 que se utilizé fue uno que ya estaba preparado a una concentracion
de 106,730 uM en 450 yl de DMSO al 100%. El Cisplatino CDDP fue adquirido de
Accocit y se utilizo la presentacién de 10 mg/ml en solucién inyectable. Todos los
solventes y reactivos utilizados fueron adquiridos con el mas alto grado de pureza

disponible en el mercado.

9.2. Lineas Celulares

La linea celular H1975 EGFR"8RT790M fye adquirida de (ATCC) y se usé como
control negativo de mutacion en K-Ras4B, las lineas Calu1 K-RAS4B®'2C y A549 K-
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Ras4B©'2S fueron donadas por la doctora Claudia Haydée Gonzalez de la Rosa de
UAM Cuajimalpa. Las lineas celulares fueron cultivadas en monocapa, adheridas al
fondo de una placa p100 usando medios de cultivo especificos sugeridos por la
American Type Culture Collection (ATCC), los cuales son DMEM-F12K
suplementado al 10% de SFB para la linea celular A549 K-Ras4B¢'2S, RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB para las lineas celulares H1975 EGFR!8%8R.T790M Por
ultimo, la linea celular Calu1 K-RAS4BC'%C se cultivd con el medio modificado
McCoy’s 5 adquirido de ATCC y fue suplementado con SFB al 10%, adicionalmente
se suplementaron todas las lineas con 1% de A-07 100x que es un antibidtico y

antimicotico proveniente de In vitro S.A.

9.3. Descongelamiento

Se descongelaron los viales de las lineas celulares Calu1 K-RAS4BG12C,
A549 K-Ras4BC125 y H1975 EGFR%RT9M en yn bafio maria a 37 °C evitando
sumergir todo el vial y que el agua alcance la tapa de los viales, posteriormente se
tomod el mililitro que trae el vial y se colocé en una placa p100 de fondo plano
transparente con 5 ml de medio adecuado para cada linea, adicionalmente se les
afiadio 5% extra de SFB para lograr que las células no tardaran tanto tiempo en
proliferar y se dejé en incubacion a 37°C con CO:2 al 5% hasta alcanzar una
confluencia del 90%. La manipulacion de las células se llevé a cabo en una

campana de flujo laminar estéril.

9.4. Subcultivo de células

Una vez alcanzado el 90% de confluencia de cada linea se procedié a realizar
subcultivos. Por cada linea celular se realizé una extraccidon de las células primero
se retir6 todo el medio, luego se lavaron las células con 2 ml de PBS, a continuacion,
se retir6 el PBS para proceder a anadir 3 ml de tripsina. Se utilizaron pipetas Pasteur
al vacio poniendo la punta en una orilla de la placa hasta retirar todo el liquido para

cada paso de extraccion de liquido.

Se dejaron con la tripsina durante 5 minutos para posteriormente ser
observadas al microscopio buscando que tengan una forma redondeada y estén
despegadas de la placa, inmediatamente se afiadieron 3 ml de medio completo
adecuado para cada linea, se extrajo el medio con las células de las placas p100
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con micropipetas de 1000 ul para ser colocado todo en 1 Tubo Falcon de 15 ml por
linea, se centrifugd a 1500 rpm durante 4 min y todo el sobrenadante se extrajo por
aspiracion usando pipetas Pasteur al vacio cuidando que el pellet no se tocara o

aspirara.

Posteriormente se resuspendio en 1000 yl de medio adecuado para cada
linea los pellets resultantes para ser inoculados en cuatro placas p100 por linea. Al
finalizar se incubaron a 37° C con 5% de CO2. Todo el experimento se realizé en
condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar para evitar

contaminacion cruzada o externa.

9.5. Actividad citotéxica y determinacion del 1Csg

Para determinar si los compuestos P8 o C14 tienen un efecto citotéxico sobre
la viabilidad celular en las lineas Calu1 K-RAS4B¢'2C, A549 K-Ras4B¢'2S y H1975
EGFRM8RT790M ge sembré por separado cada linea con una densidad de 5x10°
células por pozo en placas de 96 pozos con un volumen de 100 uyl de medio
adecuado para cada linea por triplicado. Las células se incubaron durante 24 horas
a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente, se prepararon 8 diluciones de P8 y C14 a
diferentes concentraciones las cuales fueron: 30, 90, 150, 210, 270, 360, 450 y 600
MM en 50 ul de medio cada una, se agrego6 cada dilucidon por pozo llegando a un
volumen final de 150 pl y se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% de CO..

Como control farmacolégico se utilizé cisplatino (CDDP) y se realizé una
curva dosis respuesta para cada linea celular, para la linea A549 K-Ras4B¢'%S se
prepararon 8 diluciones a diferentes concentraciones: 30, 60, 90, 120, 150, 180, 270
y 360 uM mientras que para las lineas Calu1 K-RAS4BG12C y H1975 EGFR8%8R T790M
las concentraciones fueron: 30, 90, 150, 210, 270, 360, 450 y 600 yM, después se
agrego cada dilucién por pozo llegando a un volumen final de 150 ul por pozo. Como
dato adicional cada concentracion que esta en 50 pl de medio al ser diluida en un
total de 150 pl de medio la concentracion final se divide 3 veces. Esta curva dosis
respuesta de CDDP se realizé con el fin de obtener el ICs0 adecuado para las lineas
celulares y poder usarlo como control farmacolégico mas adelante, mientras que el

control negativo no recibié ningun tratamiento.
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En todos los ensayos el blanco que se utilizé fue solamente medio sin células.
El control negativo que se utilizo fue solamente 50 ul de medio con DMSO hasta
llegar a una concentracion final de 0.7% en los 150 pl de volumen final en un pozo
con células y que no tuviera ningun tratamiento.

Después de la incubacion de 72 horas a 37°C y 5% de COg2, para poder
cuantificar la cantidad de células viables se agreg6 a cada pozo 5 yLde MTT (Sigma
Aldrich) a una concentracion de 5 mg/ml y se incubé durante 4 horas a 37°C y 5%
de CO,. En el fondo de cada pozo se formaron cristales de formazan debido a que
el MTT fue metabolizado por las células viables por lo que se continud el protocolo
eliminando todo el medio liquido de cada pozo con cuidado y para solubilizar los
cristales de formazan se anadié 50 pyl de DMSO y se incubé durante 10 minutos a
37°C en condiciones de agitacion lenta y oscuridad. Finalmente, se leyeron las
muestras a 580 nm en el espectrofotometro (Infinite F-500, serie 710006471,
TECAN) y los resultados se analizaron usando el software GraphPad Prism 8
(GraphPad software, Inc. San Diego, CA), los datos obtenidos se utilizaron para
determinar la concentracion maxima inhibitoria media (ICs0) de cada compuesto

para cada linea celular de NSCLC.
9.6. Ensayo de Western Blot

9.6.1. Extraccion de proteina total.

Esta técnica se realizé para tener un extracto proteico de cada linea celular,
para realizar esta técnica se cultivé en monocapa cada linea celular en placas p100,
5 placas por linea y se incubaron a 37°C con CO:2 al 5% hasta alcanzar un 95% de
confluencia, posteriormente se quitd el medio se lavaron con PBS, se retir6 el PBS
y se les agregé 5 ml de medio sin Suero Fetal Bovino, el medio que se les agregé
es el adecuado para cada linea y esta condicibn se mantuvo durante 16 horas.
Pasadas las 16 horas las 5 placas por linea se sometieron a diferentes condiciones
las cuales fueron; medio sin suero como control negativo, DMSO el control del
vehiculo, P8, C14 y CDDP, el control farmacoldgico. Las concentraciones que se
utilizaron fueron los ICso que se obtuvieron del ensayo de viabilidad celular
posteriormente se dejaron incubando a 37°C y 5% de CO:2 durante 3 horas, al
término del tiempo a cada placa se le anadié 500 ul de Factor de Crecimiento
Epidermal (100 ng /ml) y se dejo incubando a 37°C y 5% de CO2 durante 10 minutos.
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Después se sacaron las placas de la incubadora para ponerlas en hielo, se les retird
el medio y se lavaron con PBS, Posteriormente se retird todo el PBS para afnadirles
400 pl de buffer de lisis (ab152163, Abcam), 5 ul de Inhibidores de fosfatasas
(4906837001, Roche) y 5 yl de inhibidores de proteasas (11872580001, Roche).
Las células lisadas se recolectaron con una micropipeta de 100 pl y se colocaron
en un tubo eppendorf de 1.5 ml, a continuacién, se colocaron los tubos en un
agitador rotatorio durante 40 min a 4°C. Al finalizar el tiempo se tomaron los tubos
para colocarlos en una centrifuga a 14,000 rpm durante 10 minutos y continuando
con la temperatura de 4°C. Después de centrifugarlo se recuperd en sobrenadante
y se colocé en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml. Se les agreg6 buffer laemmli 4X
usando la siguiente formula VI=(Vo/4) en donde VI es el volumen de laemmli 4X y
Vo es el volumen total de mi sobrenadante. A continuacion, se calentd la muestra
en bafo maria durante 5 minutos y para concluir, el volumen en cada tubo eppendorf
de 1.5 ml se dividio en 3 tubos eppendorf de 200 pl debidamente rotulados para ser

almacenados a -20 °C.

9.6.2. Determinacion de la activacion de ERK y AKT.

Esta experimento se realizé para determinar si los compuestos P8 y C14
afectan la activacion de los efectores ERK y AKT ya que es importante evitar la
activaciéon de ambas vias que llevan al desarrollo tumoral y para realizar este
experimento las lineas celulares Calu1 K-RAS4B¢'2C, A549 K-Ras4B¢'2S y H1975
EGFRU!8%8RT790M g cultivaron en placas p100, a 37°C con 5% de CO:2 hasta alcanzar
un 95% de confluencia y se procedié con la técnica de extraccion total de proteina
previamente mencionada. Posteriormente se determiné la activacion de dos de los
principales efectores de K-Ras oncogénico, ERK y AKT fosforilado. Se corrieron 15
Ml de cada extracto proteico en geles SDS-PAGE de poliacrilamida al 10%, la
separacion de las proteinas mediante electroforesis se llevé a cabo con un voltaje
de 100 V durante 2 horas. Una vez realizada la electroforesis, las proteinas en el
gel fueron transferidas a membranas de PVDF, para conseguir esto las membranas
fueron tratadas durante 2 minutos con metanol, después 2 minutos con ddHz20 vy al
final fueron equilibradas con el buffer de transferencia durante 15 minutos a
temperatura ambiente. El gel se colocé en buffer de transferencia durante 15

minutos a temperatura ambiente, después se armo el sandwich teniendo en cuenta
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la orientacion del gel del lado negativo y la membrana del lado positivo, se conecto
a la fuente y durante dos horas se corrié a un amperaje de 400 mA. Una vez que
las proteinas se transfirieron a la membrana de PVDF, esta se incubé con la solucién
bloqueadora (Svel 5% y PBS-Tween al 0.2%) durante una hora y en agitacion
constante a 37°C, el exceso de la solucidn bloqueadora se eliminé y las membranas
se lavaron con PBS-Tween durante 5 minutos, posteriormente se incubd cada
membrana con el anticuerpo primario anti GAPDH (GTX100118, GeneTex) a una
dilucion de 1:100,000 en solucidén bloqueadora durante una noche a 4°C y en
agitacion. Después de 18 horas la membrana se lavd 3 veces con buffer de lavado
(PBS-Tween al 0.2%), después se incubd durante una hora en agitacién constante
a 37°C con el anticuerpo secundario anti-conejo (65-6120, Invitrogene) a una
dilucién de 1:5,000, después cada membrana se lavd tres veces con buffer de
lavado (PBS-Tween al 0.2%) y se colocaron en PBS para ser reveladas por
quimioluminiscencia en el fotodocumentador (ChemiDoc MP, serie 731BR00166,
BIO RAD). Después cada membrana recibié un lavado con el buffer de lavado (PBS-
Tween al 0.2%) y se repitid el mismo protocolo partiendo desde la incubacion con el
anticuerpo primario, sin embargo, cada anticuerpo cambiaria después de cada
revelado en el siguiente orden: anti-pERK, anti-pAKT, anti-ERK y anti-AKT. Los
anticuerpos que se utilizaron fueron anti-ERK fosforilado (#9101, Cell Signaling
Technology) con una dilucidén 1:1,000 en PBS-BSA al 1%, anti-AKT fosforilado
(#4060, Cell Signaling Technology) con una dilucion 1:1,000 en PBS-BSA al 1%,
anti-ERK total (#9102, Cell Signaling Technology) con una dilucién 1:1,000 en PBS-
Tween-Sveel al 5% y anti-AKT total (#9272, Cell Signaling Technology) con una
dilucion 1:1,000 en PBS-Tween-Sveel al 5% en ese orden y los resultados se

analizaron usando el software GraphPad Prism 8.

9.7. Ensayo de muerte celular por apoptosis

Esta técnica se realizé para determinar si los compuestos P8 y C14 provocan
la muerte de las células cancerigenas por apoptosis 0 por necrosis y para realizar
este experimento las lineas celulares Calu1 K-RAS4BC'2C A549 K-Ras4B¢'?S y
H1975 EGFR!8RT®M g cultivaron en placas de 6 pozos y una placa p60, se
adicionaron 2 ml en cada pozo de medio adecuado para cada linea y se incubaron

a 37°C con 5% de COz2 hasta alcanzar un 90% de confluencia. Después se dejaron
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con diferentes condiciones las cuales fueron las siguientes: 2 pozos quedaron sin
tratamiento, 1 pozo con DMSO al 0.18 %, 1 pozo con el ICso de P8, 1 pozo con el
ICs0de C14, 1 pozo con el ICsode CDDP y a la placa p60 se le retir6 todo el medio,
se lavo con 1 ml de PBS y finalmente se dejo con PBS. Estas condiciones se
mantuvieron durante 72 horas y al término del tiempo se recolectaron las células
por el método de tripsinizacion y después de centrifugar las células se retir6 el
sobrenadante de cada tubo Falcon de 15 ml, se re suspendieron en 20 ul de Buffer
de citometria (PBS con 10% de SFB y 0.2 nM de EDTA) y esos 20 pl de Buffer con
las células se pasaron a tubos eppendorf de 1.5 ml, posteriormente se les afadié 5
Ml de un Stock 40X del reactivo Cell Event caspase 3/7 green (C10423, Thermo
Fisher Scientific) obteniendo una concentracion final de 5 uM. Se incubaron a 37°C
con 5 % de CO2 durante 1 hora. Al finalizar el tiempo, se les agreg6 400 ul de buffer
de citometria y 5 minutos antes de leer las muestras se les afiadioé 0.5 yl de Yoduro
de propidio. La muerte celular se ley6é por citometria de flujo en el citobmetro
FORTESSA perteneciente a la unidad National Experimental Services Laboratories
(LaNSE) del Cinvestav Zacatenco, la muerte por activacion de proteinas apoptoticas
se determiné a una longitud de onda (Ex/Em = 488/530 nm) y la muerte celular por
necrosis se determiné a una longitud de onda (Ex/Em = 590/610 nm), las células
vivas fueron consideradas como aquellas que resultaron negativas para ambas

longitudes de onda.

9.8. Inmunofluorescencia

Se utilizé esta técnica para visualizar si los compuestos P8 y C14 afectaban
la localizacién celular de PGK1 en las lineas celulares de cancer de pulmén de
células no pequefas debido a que se ha visto implicada en la reprogramacién
metabdlica cuando PGK1 se encuentra en mitocondria y en la transicion hacia
metastasis cuando PGK1 se encuentra en el nucleo. Se cultivaron por separado las
lineas Calu1 K-Ras4B€'2C, A549 K-Ras4BC®'2S y H1975 EGFRRT79M gn placas de
6 pozos con un portaobjetos estéril y se inocularon 3x10* células por pozo. Se
dejaron incubando durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2. Después se lavaron con
1 ml de PBS 3 veces y se les afiadié 1 ml de medio sin suero con 100 nM de
MitoTracker™ Red CMXRos (M7512, Thermo Fsicher) durante 45 minutos,

posteriormente se fijaron con 400 ul de paraformaldehido al 4% durante 30 minutos
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a 37°C, se procedié a remover el paraformaldehido y realizar 3 lavados con 1 ml de
PBS. Para permeabilizar a las células se les agrego 1 ml de Triton X-100 al 0.1% y
se dejaron incubando durante 1 minuto a temperatura ambiente, posteriormente se
removio el Triton X-100 y se lavaron 3 veces con 400 ul de PBS. Se continuo con el
bloqueo de las células el cual se realizé con 1 ml de BSA al 3% y dejo en incubacion
a 37°C por 1 hora. Se procedié con la inmunotincién en la cual se diluyeron 6.4 ul
de anticuerpo primario Anti-PGK1 (ab199438, Abcam) en 1600 pl de BSA al 1% para
tener una dilucion 1:250 y se incubaron en una camara humeda a 4°C toda la noche,
después se removid el anticuerpo primario y se lavé 3 veces con 1 ml de PBS, para
finalizar se agreg6 el anticuerpo secundario Alexa488-conejo con una dilucién 1:250
(A11034, Invitrogene) y se dej6 en incubacion a 37°C cubierto de la luz durante 1
hora, después se lavaron 3 veces con 1 ml de PBS. Para montarlos al microscopio
se retird el cubreobjetos del pozo y se colocé inclinado a 70° para que escurriera
todo el PBS y se secara, posteriormente se colocaron 8 ul de VECTASHIELD (H-
1200, Vector) sobre el portaobjetos para posteriormente colocar el cubreobjetos
sobre la gota, se elimino el exceso de VECTASHIELD y se sell6 el cubreobjetos con
barniz transparente. Las laminillas se observaron al microscopio confocal Leica
TCS-SPE DMI4000 1st Gen perteneciente a la unidad National Experimental
Services Laboratories (LaNSE) del Cinvestav Zacatenco y los resultados se

analizaron usando el software Image J v.1.54J (Fiji project, Wisconsin-Madison).
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10. Resultados

10.1. Determinacion del efecto citotoxico de los compuestos P8 y C14
sobre la viabilidad en las lineas celulares de NSCLC; A549 (K-
Ras4B€'2%), Calu1 (K-Ras4B€'%C) y H1975 (EGFR8%8R.T790M)

Para evaluar si los compuestos P8 y C14 afectan la viabilidad de las lineas
celulares de cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), se realizé un
ensayo de viabilidad utilizando las lineas celulares: Calu 1 con mutacién en
Kras4BC12¢, A549 con mutacion en Kras4B€'?S y H1975 con mutacion en
EGFR!8%8RT790M Fn este ensayo, cada una de las tres lineas celulares fue tratada con
los compuestos P8 y C14 utilizando una dosis unica de 200 uM durante 72 horas.
La viabilidad celular se midi6 utilizando MTT, siguiendo los procedimientos descritos
en la seccidén de Materiales y Métodos. Cabe aclarar que no se utilizé una linea sana

ya que no se contaba con una linea celular adecuada para este rol.

Los resultados mostraron que el compuesto P8 reduce la viabilidad celular
de la linea Calu1 (K-Ras4B®©'%C) hasta en un 95%, mientras que el compuesto C14
reduce la viabilidad celular hasta en un 60% (Figura 16a). Para la linea celular A549
(K-Ras4BC'2%) el compuesto P8 reduce la viabilidad celular hasta en un 95%; en
cambio, el compuesto C14 la disminuye en un 80% (Figura 16b). Por otro lado, en
la linea H1975 (EGFR“%8RT7%M)e| compuesto P8 disminuye la viabilidad celular en

un 95%, mientras que el compuesto C14 la reduce en un 85% (Figura 16c¢).

Tras observar un efecto citotoxico de ambos compuestos a una
concentracion de 200 uM, se considero indispensable determinar el ICso para cada
linea celular tratada con los compuestos P8, C14 y utilizando cisplatino como
control. Para ello, se realizaron curvas dosis-respuesta, proporcionando un analisis
cuantitativo mas preciso del efecto citotoxico de estos compuestos en las lineas
celulares NSCLC mencionadas: Calu1 (K-Ras4B®'%C), A549 (K-Ras4B¢'2S) y H1975
(EGFRLBE58R.T790M),
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Figura 16 Evaluacion del efecto citotéxico de los compuestos P8 y C14 sobre las lineas celulares de NSCLC;
Calu1 K-Ras®'?C, A549 K-Ras®'?S y H1975 EFGRL858R T790M,

Efecto citotoxico de los compuestos P8 y C14 sobre la viabilidad celular en las lineas de NSCLC; Calu1 K-
Ras®1?C, A549 K-Ras®'?S y H1975 EFGRL88RT790M Se confrontaron con los compuestos P8 y C14 a una
concentracion de 200 uM y DMSO a una concentracion de 0.7% durante 72 horas. Las barras en la grafica

representan la media, media + SEM de tres experimentos por separado.

Los resultados mostraron que para la linea A549 (K-Ras4B®'2S) el ICso del
compuesto P8 fue de 80.83+6.45 uM, mientras que el compuesto C14 tuvo un ICso
de 153.7£21.2 yM. Ademas, el tratamiento con cisplatino en esta misma linea arroj6
un ICso de 21.99+16.94 uM, este valor es 4 veces menor que la concentracion
requerida por el compuesto P8. Los datos reportados sobre el ICso de cisplatino en
esta linea van desde 2 uyM hasta 30 uM (Zhao Y et al., 2023; Niu X et al., 2023,
Cetintas VB et al., 2012), por lo que el ICso obtenido para esta linea queda dentro
de los parametros. Adicionalmente el comportamiento sobre la viabilidad celular de
la linea A549 K-Ras4BC'12S es dosis dependiente del compuesto P8, mientras que el
compuesto C14 afecta muy poco la viabilidad celular a concentraciones menores de
50 uM, sugiriendo cierta resistencia al compuesto C14. Por otro lado, el tratamiento
con cisplatino genera una caida abrupta sobre la viabilidad celular desde

concentraciones menores a 10 uM (figura 17a).

Sin embargo, en la linea Calu1 (K-Ras4B€'%C) se reveld que el compuesto
P8 posee un ICso de 95.78+6.11 uM a diferencia del compuesto C14 que posee un
ICs0 de 193.8+10.3 pM. Por otra parte, con cisplatino los datos arrojan un ICso de
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118.8+40.1 yM, dato 10 veces superior a lo que se ha reportado en la literatura a
menos que esta linea sea quimio-resistente con lo cual seria similar este valor con
lo reportado en la literatura (Tezcanli Kaymaz B et al., 2014), Es importante destacar
que el compuesto P8 no provoca una disminucién en la viabilidad celular de esta
misma linea celular a concentraciones menores de 70 uyM y a partir de esa
concentracion la caida es abrupta. Ademas, con el compuesto C14 no se observa
un cambio en la viabilidad celular hasta que la concentracion alcanza 150 pM. Estos
datos con los tratamientos de P8, C14 y cisplatino sugieren que la linea celular

Calu1 (K-Ras4b®'2C) presenta resistencia para los tres tratamientos (figura 17b).

Para la linea H1975 (EGFRL8%8R.T790M) ge encontrd que el compuesto P8 tiene
un 1Cso de 167.02+229.24 yM, mientras que el compuesto C14 tiene un ICso de
149.48+391,37 uM. Por otra parte, el tratamiento con cisplatino revela un ICso de
41.56£6.74 uM, este valor es 4 veces menos que el que requieren los compuestos
P8 y C14. En la literatura se han reportado valores similares de cisplatino en esta
linea celular (Gorsick LK et al., 2013). EI comportamiento de la curva en este ensayo

de viabilidad celular es similar entre los compuestos P8 y C14 (figura 17c).

Los datos de ICso para cada linea celular con la que se trabajé se encuentran

resumidos en la Tabla 7.
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Figura 17 Los compuestos P8 y C14 disminuyen la viabilidad celular de NSCLC con K-Ras®’? y K-Ras®'?S,

a) Curva dosis respuesta de la linea A549 con mutacion en K-Ras®'?S tratada con concentraciones crecientes

de los compuestos P8 y C14. b) Curva dosis respuesta de la linea Calu 1 con mutacion en K-Ras®'?C tratada

con concentraciones crecientes de los compuestos P8 y C14. ¢) Curva dosis respuesta de la linea H1975 con

mutacion en EFGRL858RT790M tratada con concentraciones crecientes de los compuestos P8 y C14. Efecto de

los compuestos P8 y C14 sobre la viabilidad celular a diferentes concentraciones partiendo desde 0 uM hasta

200 uM durante 72 horas de exposicién y se muestra el porcentaje de actividad normalizado para cada punto.

Cisplatino (0-200 uM) se utiliz6 como control. DMSO a una concentracion de 0.7% se utilizo como control del

vehiculo. Las lineas en la grafica representan la media, media + SEM de tres experimentos por separado a

excepcion de cisplatino. Para el cisplatino solo se usan desde 2 a 30

IC
Linea celular 20
P8 C14 Cisplatino
AGag a8z 80.83 +6.45 153.7+212  21.99+16.94
Caly 1861 95.7846.11 19384103  118.8+40.1
H1975 R BRI 1 0 00422924 | 149.48+39137] 41562674

Tabla 7 ICso de P8, C14 y CDDP.

ICs0 obtenido de cada compuesto a 72 horas de exposicion en las tres lineas de cancer de pulmén.
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A manera de conclusion, el compuesto P8 presenta un mejor efecto citotoxico
que el compuesto C14, esto se debe a que requiere menos concentracion para
alcanzar su ICso en las lineas celulares de NSCLC con mutaciones en K-Ras4B;
A549 (K-Ras4B®'2%) y Calu1 (K-Ras4B®€'2C). Por otro lado en la linea celular de
NSCLC que no tiene mutacion en K-Ras4B; H1975 (EGFRWSeRT®M) ambos
compuestos presentan un efecto citotoxico similar. En comparacion con cisplatino
las lineas celulares de NSCLC; A549 (K-Ras4B®'2S) y H1975 (EGFR858RT790M)
requieren dosis bajas de este farmaco (21.99+16.94 y 41.56+6.74) respectivamente
para reducir la viabilidad celular en un 50%, lo cual sugiere que tienen un mejor
efecto citotoxico que P8 en estas lineas. Por otra parte, la concentraciéon de
cisplatino que requiere la linea celular Calu1 (K-Ras4B®'%C) es un 20% superior
respecto a la concentracion que requiere el compuesto P8 sugiriendo que este

compuesto tiene un mejor efecto citotdxico en esta linea.

10.2. Evaluacion del impacto de los compuestos P8 y C14 en las vias
de sefializacion ERK/AKT en las lineas celulares A549 (K-Ras4B¢'2S),

Calu1 (K-Ras4BC€'%C) y H1975 (EGFR.858R.T790M)

Una vez que se observo el efecto citotdxico de los compuestos P8 y C14 en
las lineas celulares de NSCLC; Calu1 (K-Ras4B®'2C) A549 (K-Ras4B®'2S) y H1975
(EGFRM8R.T790M) “Nos preguntamos si este efecto citotdxico sobre la viabilidad se
debia a una afectacion de ambos compuestos sobre la activacion de los efectores
ERK'y AKT rio abajo de la activacion de K-Ras4B, ya que se ha reportado que estas
vias de sefalizacién permanecen constitutivamente activas en las mutantes de K-
Ras4B (Vigil D et al., 2010). Para determinar el efecto de los compuestos P8 y C14
sobre los niveles de fosforilacion de ERK y AKT, se procedié a realizar ensayos de
Western Blot por lo que se obtuvieron extractos proteicos siguiendo el protocolo de
extraccion de proteinas que se detalla en materiales y métodos para las lineas
celulares: Calu1 (K-Ras4B©®'2C), A549 (K-Ras4BCG'25) y H1975 (EGFR858RT790M)
(figura 18).

Los resultados de los ensayos de densitometria mostraron que en la linea
A549 (K-Ras4BC€'2%) el compuesto P8 reduce los niveles de expresion de pERK en

un 40%, mientras que reduce los niveles de expresion de pAKT desde un 30% hasta
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un 45%. Por otra parte, el compuesto C14 reduce los niveles de expresion de pERK
desde un 30% hasta un 40% vy los niveles de expresion de pAKT en un 20%.
Adicionalmente el farmaco cisplatino no genera afectacion sobre los niveles de
expresion de pAKT ni de pERK dado que su mecanismo de accion no se basa en la
afectacion de estas vias (figura 18b, figura 18c). Como dato relevante, la activacion
de AKT esta relacionado con la adquisicidén de resistencia a diferentes farmacos y
el farmaco Sotorasib no reduce los niveles de expresion de AKT en esta linea celular

(Barrios Bernal P et al., 2023) como si lo hacen los compuestos P8 y C14.

Con respecto a la linea H1975 (EGFR!3%8R.T790M) |os ensayos de densitometria
revelaron que el compuesto P8 reduce los niveles de expresién de pERK en un 40%,
asimismo también reduce los niveles de expresion de pAKT en un 30%, ademas el
compuesto C14 reduce los niveles de expresion de pERK desde un 40% hasta un
45% junto con los niveles de expresion de pAKT desde un 25% hasta un 40%. Sin
embargo, el farmaco cisplatino no genera una afectacion significativa sobre los

niveles de expresion en pAKT ni en pERK (figura 18e, figura 18f).

Por otro lado, en la linea Calu1 (K-Ras4B®'%C) los ensayos de densitometria
revelaron que el compuesto P8 reduce los niveles de expresion de pERK en un 30%,
siendo el caso contrario con los niveles de expresion de pAKT en donde no se
observa un efecto significativo. En cuanto al compuesto C14 los resultados
muestran que no tiene un efecto significativo sobre los niveles de expresion de
pPERK ni de pAKT y con respecto a cisplatino los resultados evidencian una nula

afectacion en los niveles de expresion de pAKT y de pERK (figura 18h. figura 18i).

Estos resultados demuestran que ambos compuestos P8 y C14 reducen la
activacion de los efectores rio abajo de K-Ras4B, los cuales son AKT y ERK en las
lineas celulares A549 (K-Ras4BC®'25) y H1975 (EGFRWY5RTOM)  mjentras que
cisplatino no afecta los niveles de activacion de ERK y AKT a razén de que su
mecanismo de accion es formar abductos con el ADN y no afectar directamente la
activacion de ERK y AKT. Por otro lado, en la linea celular Calu1 (K-Ras4B¢'2C)
solamente P8 redujo la activacion de ERK sugiriendo que AKT podria no estar bajo

control de K-Ras4B®€'2C como se ha reportado en la literatura (lhle NT et al 2012).
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Figura 18 Efecto de los compuestos P8 y C14 sobre la fosforilaciéon de ERK y AKT.
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a) Representacion de los inmunoblots de los extractos proteicos de la linea A549 (Kras4B®'2S), realizados en

contra de las proteinas fosforiladas b) pAKT y ¢) pERK al ser retadas con los tratamientos P8, C14 y cisplatino
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d) Representacion de los inmunoblots de los extractos proteicos de la linea Calu1 (Kras4B®'%€), realizados en
contra de las proteinas fosforiladas e) pAKT y f) pERK al ser retadas con los tratamientos P8, C14 y cisplatino
g) Representacion de los inmunoblots de los extractos proteicos de la linea H1975 (EFGRL858RT790M) - realizados
en contra de las proteinas fosforiladas h) pAKT y i) pERK al ser retadas con los tratamientos P8, C14 y
cisplatino. Las lineas celulares fueron tratadas durante 3 horas con cisplatino y los compuestos P8 y C14
utilizando el ICso que se obtuvo a 72 horas, para posteriormente estimular con 100 ng/ml de EGF durante 10
minutos y realizar el protocolo de extraccion de proteinas seguido del ensayo de Western Blot ambos detallados
en materiales y métodos. Se utilizé6 como control del vehiculo DMSO a una concentracion final de 0.17% y como
control negativo solamente se dejé intacto el cultivo de cada linea. Se detectaron los niveles de expresion de la
proteina GAPDH como control de carga. Los resultados se graficaron utilizando la media + SEM de tres

experimentos diferentes (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001, p****<0.0001 comparado al medio); ns, no significativo

10.3. Evaluacion sobre el tipo de muerte celular que promueven los
compuestos P8 y C14 en las lineas celulares A549 (K-Ras4B¢'%S),
Calu1 (K-Ras4B€'?C) y H1975 (EGFR8%8R.T790M)

Después de haber observado una afectacion en los niveles de expresion de
ERK'y AK por parte de los compuestos P8 y C14 en las lineas celulares: A549 (K-
Ras4BC'12S), Calu1l (K-Ras4B®'2C) y H1975 (EGFRM.58RTI9M)  se considero
indispensable evaluar si los compuestos P8 y C14 promovian la muerte celular. Esto
se debe a que ERK y AKT estan involucrados en la supervivencia celular al inhibir

procesos pro-apoptoéticos.

Para abordar este objetivo experimental se llevaron a cabo ensayos de
muerte celular. Para estos ensayos se empled el kit Cell Event Caspase 3/7 en
conjunto con el reactivo Yoduro de Propidio para medir células vivas, apoptoticas y
necroticas, mientras que el ICso que se utilizd con cada tratamiento (P8, C14 y
cisplatino) durante 72 horas se muestra en la tabla 7 para las lineas celulares de
NSCLC; A549 (K-Ras4B®€'?S), Calu1 (K-Ras4B®'%C) y H1975 (EGFR858RT79M) (figura
19).

Los resultados en la linea A549 (K-Ras4B®'2%) mostraron que el compuesto
P8 promueve la muerte celular por apoptosis en un 30.91%, caso contrario a la
muerte por necrosis que tan solo tiene un porcentaje de 4.71% y el porcentaje
restante de 64.48% pertenece a las células que sobrevivieron a este tratamiento
(figura 19d). Por otro lado, el compuesto C14 provocé la muerte por apoptosis en
un 42.19%, aunque también provocd la muerte por necrosis en un 20.47%

71



sugiriendo que las altas dosis de este compuesto provocan otros tipos de muerte
celular, el porcentaje restante de 37.44% pertenece a las células que sobrevivieron
a este tratamiento (figura 19d). Sin embargo, con el tratamiento con cisplatino se
observo un 53.52% de muerte por apoptosis en conjunto con un 7.88% de muerte
por necrosis, mientras que el porcentaje restante de 38.60% pertenece a las células
que sobrevivieron a este tratamiento (figura 19d). Estos datos sugieren que P8
tiene un buen desempeno al promover la muerte por apoptosis sin detonar otro tipo
de muerte en las células cancerosas, también el porcentaje de muerte que se obtuvo
con el compuesto P8 es la mitad del porcentaje que se ha reportado con Sotorasib
para esta misma linea (Barrios Bernal P et al., 2023). En comparacién, el compuesto
C14 que provoca diferentes tipos de muerte celular ademas de la muerte por
apoptosis. y los datos con cisplatino indican que este farmaco si produce muerte por
necrosis a diferencia del compuesto P8 que no produce muerte por necrosis de

manera significativa.

Para la linea Calu1l (K-Ras4B®'2C) |os resultados mostraron que el
compuesto P8 promueve la muerte por apoptosis en un 34.73%, mientras que el
porcentaje de muerte por necrosis es despreciable al tener un porcentaje de 0.48%
y el porcentaje de células que se mantuvieron vivas es de 64.89% (figura 19e). Por
otro lado, el tratamiento con el compuesto C14 promueve la muerte por apoptosis
en un 57.93%, caso contrario en la muerte por necrosis al tener un porcentaje de
18.90%, mientras que el porcentaje restante de 23.17% pertenece a las células que
sobrevivieron a este tratamiento (figura 19e). Por otro lado, con el farmaco
cisplatino se promueve la muerte por apoptosis en un 37.47% y de necrosis en un
6.32% mientras que el porcentaje restante de 56.21% pertenece a las células que
sobrevivieron a este tratamiento (figura 19e). Por lo que estos resultados
demuestran que el compuesto P8 no promueve otro tipo de muerte y el porcentaje
de muerte por apoptosis es similar al que produce el farmaco cisplatino con la
diferencia que el farmaco cisplatino es genotdxico (Vogel R et al., 1991) mientras
que el compuesto P8 no lo es (Brisefio Diaz P et al.,, 2023). Por otro lado, el
compuesto C14, aunque promueve en mayor medida la muerte por apoptosis
también promueve bastante la muerte por necrosis siendo este dato negativo para

este farmaco.
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Sin embargo para la linea H1975 (EGFR!8%8R.T790M) |os resultados mostraron
que el tratamiento con el compuesto P8 promueve la muerte por apoptosis en un
52.53% en conjunto con un 10.25% de muerte por necrosis, mientras que el
porcentaje restante de 37.28% es de las células que sobrevivieron a este
tratamiento (figura 19f). Por otra parte, el tratamiento con el compuesto C14 induce
la muerte por apoptosis en un 58.63% aunque también induce muerte por necrosis
en un 5.55% que se considera no significativo, por otro lado, el porcentaje restante
de 35.82% pertenece a las células que sobrevivieron a este tratamiento (figura 19f).
En contraste a estos resultados el tratamiento con el agente quimioterapéutico
cisplatino induce la muerte por apoptosis en un 65.5%, mientras que la muerte por
necrosis es despreciable siendo este porcentaje de 0.39%, el porcentaje restante
de 34.11% es de las células que sobrevivieron a este tratamiento (figura 19f). Estos
datos sugieren los tres tratamientos (P8 C14 y Cisplatino) promueven la muerte por
apoptosis en porcentajes similares, sin embrago ambos compuestos P8 y C14
también inducen otro tipo de muerte celular desde un 5% hasta un 10% por lo que
cisplatino destaca en este aspecto al no promover otro tipo de muerte celular en

esta linea celular.

Como conclusién de estos resultados, los compuestos P8 y C14 tienen un
comportamiento similar entre las lineas A549 (K-Ras4B€'2%) y Calu 1 (K-Ras4B¢'2C)
que tienen mutacién en K-Ras4B, el compuesto P8 provoca la muerte por apoptosis
mientras evita que se induzca otro tipo de muerte celular en ambas lineas celulares.
Por otro lado, el compuesto C14, aunque induce la muerte por apoptosis en mayor
medida que el compuesto P8 también induce la muerte por necrosis. Aunque el
farmaco cisplatino induce mas la muerte por apoptosis en ambas lineas también
induce otro tipo de muerte en un porcentaje bajo de hasta un 8% contrario al
compuesto P8 que no induce otro tipo de muerte celular. En la linea H1975 que no
tiene mutacién en K-Ras4B ambos compuestos P8 y C14 inducen la muerte por
apoptosis con valores similares al farmaco cisplatino, pero también inducen la
muerte por necrosis hasta en un 10%, siendo el caso contrario al farmaco cisplatino

que no induce otro tipo de muerte celular.
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Figura 19 Los compuestos P8 y C14 inducen la muerte celular por apoptosis en lineas celulares con K-Ras

mutado.

a) Anaélisis del diagrama de citometria de flujo con los tratamientos P8, C14, cisplatino, DMSO y medio

representados en la parte superior de cada columna, mientras que en cada fila se presentan las lineas celulares
de NSCLC; a) A549 Kras4BC'?S, b) Calu1 Kras4BC®'?C y ¢) H1975 EFGRL85RT790M o| cuadrante | superior

izquierdo (-+) muestra a las células muertas por necrosis, el cuadrante Il superior derecho (++) muestra a las

células muertas por apoptosis tardia, el cuadrante Il inferior izquierdo (--) muestra a las células vivas y el

cuadrante 1V inferior derecho (+-) muestra a las células en etapas de apoptosis temprana. La evaluacién del

tipo de muerte por apoptosis o necrosis se llevé a cabo después de un periodo de incubacién de 72 horas con

los tratamientos (P8, C14, cisplatino, DMSO y medio). d) Representaciéon grafica de las células vivas,

apoptoticas y necroticas en la linea celular A549 Kras4BC'?S en cada condicion. e) Representacion grafica de

las células vivas, apoptoticas y necroticas en la linea celular Calu1 Kras4B¢'?C en cada condicion. f)
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Representacion gréfica de las células vivas, apoptbticas y necroticas en la linea celular H1975 EFGR8%8R.T790M
en cada condicién. Los resultados se graficaron utilizando la media + SEM de tres experimentos diferentes
(p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001, p****<0.0001 comparado al DMSO en caso de los compuestos P8 y C14

mientras que se comparoé respecto al medio en el caso de cisplatino); ns, no significativo.

10.4. Evaluacion del impacto de los compuestos P8 y C14 sobre la
localizacion celular de la enzima PGK1 en las lineas celulares A549 (K-
Ras4B€'2%), Calu1 (K-Ras4B€'?C) y H1975 (EGFR8%8R.T790M)

Se ha reportado que la enzima PGK1 participa en la reprogramacion
metabdlica cuando transloca a la mitocondria de las lineas celulares U87, U251 de
GBM y BxPc3, Panc1 de PDAC (Li X et al., 2016). Por otro lado, se ha reportado
que PGK1 en el nucleo promueve la metastasis en la linea celular BxPc3 de PDAC
(Chen Liang et al., 2019).

Para abordar si los compuestos P8 y C14 modifican la localizacion celular de
PGK1 se llevaron a cabo ensayos de microscopia de fluorescencia confocal. Para
estos ensayos se utilizo el ICso mostrado en la tabla 7 durante 6 horas para cada
tratamiento (P8 C14 vy cisplatino) en las lineas celulares de NSCLC; Calu1 K-
Ras4BC¢12C, A549 K-Ras4BC®12S y H1975 EGFR-8%8R.T790M

Para la linea A549 (K-Ras4B©'2%) |os resultados sugieren que el compuesto
P8 modifica la localizacion de PGK1 fuera de la mitocondria y del nucleo por que
podria estar impactando a nivel metabdlico (figura 22Ad), por otro lado, el
compuesto C14 no afecta la localizacion de PGK1 (figura 22Bd), aunque pareciera
que reduce la cantidad de PGK1 en la célula, mientras que el farmaco cisplatino no
parece afectar la localizacion celular de PGK1 (figura 22Cd) siendo muy similar en

cuanto a condiciones fisiolégicas (figura 22Ed).
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Figura 20 Efecto de los tratamientos con P8, C14 y cisplatino sobre la localizacién celular de PGK1 en la linea

celular A549 Kras4BC'?S. Tu figura deberia estar al mismo aumento .los controles tienen maas aumento

Microscopia confocal adquirida después de 6 horas de tratamiento con los compuestos A) P8, B) C14, C)
cisplatino, D) DMSO y E) medio sobre la linea celular de NSCLC A549 Kras4BC'?S. La primera columna a)
muestra en azul el nicleo celular tefiido con DAPI. La segunda columna b) muestra en verde la proteina PGK1

tefiida con Alexa 488. La tercera columna c) muestra en rojo la mitocondria tefida con MitoTracker Red
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CMXRos. La cuarta columna d) muestra el merge de todas las inmunofluorescencias en conjunto con el campo

claro. Todas las imagenes tienen una proyeccion Z a maxima intensidad.

En cuanto a la linea Calu1 (K-Ras4B®'%C) |os resultados sugieren el
compuesto P8 reduce la localizacion de PGK1 fuera del nucleo y pareciera que
también reduce la localizacion de PGK1 en la mitocondria por lo que podria estar
teniendo un efecto a nivel metabdlico en la célula (figura 23Ad), mientras que el
compuesto C14 parece que esta reduciendo la localizacién celular de PGK1 en el
nucleo pero no estaria afectando la localizacion en la mitocondria por lo que podria
estar afectando la capacidad metastasica (figura 23Bd), esta conclusion se debe a
que se ha observado la funcién de PGK1 en el nucleo como represor del promotor
de E-cadherina (Liang C et al., 2018), por otro lado el farmaco cisplatino si esta
impactando en la localizacién mitocondrial y nuclear de PGK1, esto sugiere que
cisplatino podria estar afectando la migracion y el metabolismo (figura 23Cd) De
manera fisiolégica la enzima PGK1 se encuentra en la mitocondria e

importantemente en el nucleo para esta linea celular (figura 23Ed).
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Figura 21 Efecto de los tratamientos con P8, C14 y cisplatino sobre la localizacion celular de PGK1 en la linea

celular Calu1 Kras4B¢'2C.

Microscopia confocal adquirida después de 6 horas de tratamiento con los compuestos A) P8, B) C14, C)
cisplatino, D) DMSO y E) medio sobre la linea celular de NSCLC A549 Kras4BC'?S. La primera columna a)
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muestra en azul el nucleo celular tefiido con DAPI. La sequnda columna b) muestra en verde la proteina PGK1
tefiida con Alexa 488. La tercera columna c) muestra en rojo la mitocondria tefiida con MitoTracker Red
CMXRos. La cuarta columna d) muestra el merge de todas las inmunofluorescencias en conjunto con el campo

claro. Todas las imagenes tienen una proyeccion Z a maxima intensidad.

Mientras tanto en la linea H1975 (EGFR8%8R.T790M) |os resultados sugieren
que el tratamiento con el compuesto P8 (figura 24Ad), el tratamiento con el
compuesto C14 (figura 24Bd) y el tratamiento con cisplatino (figura 24Cd) no
repercuten en la localizaciéon celular de PGK1 tanto en nucleo como en la

mitocondria.

A manera de conclusion los resultados sugieren que P8 tiene un importante
impacto sobre la localizacion celular de PGK1 en la linea A549 (K-Ras4B®'2%) y de
menor medida en la linea Calu1 (K-Ras4B®'2C) mientras que ninguna afectacion en
la linea H1975 (EGFRM88R.T790M) "'E| compuesto C14 parece no tener un impacto sobre
la localizacion celular de PGK1 tan destacable en las lineas A549 (K-Ras4B¢'2S) y
Calu1 (K-Ras4B®'2C) en cambio en la linea celular H1975 (EGFRL858R.T790M) ng
estaria teniendo un impacto y por ultimo, el farmaco cisplatino solamente muestra
estar teniendo un impacto sobre la localizacién celular de PGK1 en la linea Calu1
(K-Ras4BC€'2C) mientras que las otras dos lineas A549 (K-Ras4B€'2S) y H1975
(EGFRM58R.T790M) no estaria tendiendo un impacto sobre la localizacion celular de
PGK1. Cabe aclarar que para obtener datos cuantitativos y confirmar estas
suposiciones se debe realizar Wester Blots de cada linea fraccionando los extractos

celulares en nucleo, mitocondria y citoplasma.
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Figura 22 Efecto de los tratamientos P8, C14 y cisplatino sobre la localizacién celular de PGK1 en la linea
celular H1975 EFGRL858R. T790M,

Microscopia confocal adquirida después de 6 horas de tratamiento con los compuestos A) P8, B) C14, C)
cisplatino, D) DMSO y E) medio sobre la linea celular de NSCLC A549 Kras4BC'?S. La primera columna a)
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muestra en azul el nucleo celular tefiido con DAPI. La segunda columna b) muestra en verde la proteina PGK1
tefiida con Alexa 488. La tercera columna c) muestra en rojo la mitocondria tefiida con MitoTracker Red
CMXRos. La cuarta columna d) muestra el merge de todas las inmunofluorescencias en conjunto con el campo

claro. Todas las imagenes tienen una proyeccion Z a maxima intensidad.

11. Discusion

Aunque ya se ha estudiado el efecto antineoplasico de los compuestos P8 y
C14 tanto en PDAC como en cancer de mama triple negativo con mutantes de K-
Ras4B, es hasta este trabajo en el que se estudié por primera vez el efecto
antineoplasico de los compuestos P8 y C14 sobre tres lineas de cancer de pulmén
de células no pequefias; A549 (K-Ras4B€'?°), Calu1 (K-Ras4B€'?C) y H1975
(EGFRL858RT790M)

Este estudio es importante ya que actualmente existen muy pocos
tratamientos que tengan como blanco farmacoldgico a K-Ras4B oncogénico. En el
mercado existen dos que ya han sido aprobados por la FDA para su uso clinico los
cuales son Sotorasib y Adragasib, mientras que existen en desarrollo otros farmacos
como: Deltarasin, Simvastatin, Avicin G y Lupeol que estan siendo evaluados en
cancer de pulmon de células no pequefias con mutaciones en K-Ras4B. Los dos
farmacos que ya han sido aprobados tienen la misma problematica que tienen la
mayoria de los farmacos antineoplasicos, las células cancerosas adquieren
resistencia a estos farmacos y es por esta problematica que es imperioso encontrar
nuevos tratamientos que puedan minimizar la adquisicion de resistencia al punto de

evitarlo.

Debido a lo comentado anteriormente nuestro laboratorio evalué dos
compuestos llamados P8 y C14 con un enfoque novedoso ya que su blanco
molecular es el complejo que se forma entre K-Ras4B™- PDE6S. Este complejo
participa en el transporte de K-Ras4B™ hacia la membrana plasmatica, por lo que
el mecanismo de accion de ambos compuestos P8 y C14 es generar una grapa

molecular con el complejo K-Ras4B™'-PDEG63J evitando la liberacion de K-Ras4B™!t
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en la membrana celular de tal manera que se inhiba su sefalizacion oncogénica rio

abajo.

Con esta idea en mente y habiendo constatado que los compuestos P8 y C14
funcionaban exitosamente al detener el proceso oncogénico mediado por K-
Ras4BC®12C. K-Ras4B€'?V y K-Ras4B®'12P en cancer de pancreas (Brisefio Diaz P et
al., 2023) y K-Ras4B®©'3P en cancer de mama triple negativo (Carrién-Estrada DA et

al 2024) se decidié probar en cancer de pulmoén.

Los ensayos de citotoxicidad demuestran que el compuesto P8 es mejor que
el compuesto C14 en las lineas celulares con mutacion en K-Ras4B que son A549
(K-Ras4B€'?%) y Calu1l (K-Ras4B®'2C) ya que P8 requiere la mitad de la
concentracion que requiere el compuesto C14 para reducir la viabilidad en un 50%.
Aunque el compuesto P8 supera con creces al compuesto C14 en estas lineas de
NSCLC, no llega a compararse con el farmaco Sotorasib que en estudios in vitro se
han obtenido ICso desde 25 hasta 36 uM en la linea A549 (K-Ras4b®'2S) (Lanman
BA et al 2020), mientras que en la linea celular Calu1 (K-Ras4b®'2C) el farmaco
sotorasib disminuye la viabilidad hasta un 60% con una concentracion de 0.5 yM
(Lyu Y et al., 2021). De igual manera se evaluo el farmaco Adagrasib en un panel
de lineas celulares con mutaciones en K-Ras4B y la concentracion de ICso que cada
linea celular requirié de este farmaco variaba dependiendo de la linea celular, estas

concentraciones fueron de 10 nm hasta 973 nM (Hallin J et al., 2020).

Sin embargo, se ha demostrado que las concentraciones menores a 0.5% de
DMSO aumentan la proliferacion celular de células cancerosas de mama (Sangweni
et al., 2021), por lo que, podria estar sucediendo algo similar en la linea celular
Calu1l (K-Ras4B®'2C) este efecto podria estar contrarrestando el efecto
antineoplasico de ambos compuestos en esta linea celular a bajas concentraciones.
Por esta razon es importante evaluar el efecto antineoplasico de los compuestos P8
y C14 en su forma pre-farmacéutica para evitar cualquier efecto adicional que esté
aportando el vehiculo y asi poder comparar de manera mas precisa el efecto
antineoplasico entre los compuestos P8 y C14 con el farmaco Sotorasib. Por otro

lado, se ha observado un efecto similar en otras lineas de NSCLC con mutaciones
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en K-Ras4B cuando se utiliza el farmaco Adagrasib disuelto en DMSO (Hallin J et
al., 2020).

Por otra parte, el efecto de resistencia que se observa en la linea celular
Calu1 (K-Ras4B®'2C) también podria ser explicado debido a la presencia de una
gran cantidad de transportadores como MRPs o ABCs que ya han sido reportados
en la literatura (Bosquillon C, 2010) y que se han relacionado con la adquisicion de
resistencia contra diferentes tratamientos contra el cancer (Sodani K et al., 2012)
(Bandi N et al 2002). En este caso estos transportadores podrian estar expulsando
de las células al compuesto P8, al compuesto C14 y al farmaco cisplatino de esta

linea celular.

Adicionalmente el comportamiento de ambos compuestos es completamente
diferente entre diferentes tipos de cancer y esto se refleja en la forma de la curva
dosis respuesta. En la linea celular Calu1 (K-Ras4B®'2C) no se ve un efecto
citotdxico a concentraciones menores a 70 uM mientras que en la linea Mia PaCa 2
desde concentraciones menores a 10 yM la viabilidad de esta linea cae
abruptamente (Brisefio Diaz P et al., 2023). Esta tendencia de caer abruptamente
se refleja en la linea Calu1 (K-Ras4B€'2C) a partir de 70 yM, mientras que a
concentraciones menores a 70 uM se observa que esta misma linea celular

presenta resistencia a los compuestos P8 y C14.

En otro punto, para comprender de mejor manera el funcionamiento de los
compuestos P8 y C14, se probaron estos compuestos en una nueva mutante de K-
Ras4B con mutacion en G12S, ya que no se habia estudiado el efecto de ambos
compuestos en una linea con esta mutacion y la linea A549 (K-Ras4B®'2S) es el

primer acercamiento en cuanto al efecto de ambos compuestos sobre esta mutante.

Aunque el efecto citotoxico de P8 y C14 sobre la viabilidad celular de A549
(K-Ras4BC'28) fue la mejor de entre las lineas celulares de NSCLC, la potencia de
ambos compuestos es 4 veces menor en comparacion con otras lineas celulares
con diferentes mutaciones en K-Ras4B de PDAC (Brisefio Diaz P et al., 2023) y de
cancer de mama triple negativo (Carrion-Estrada DA et al 2024), esto podria

deberse a que ambos compuestos sean menos afines a la mutacién en G12S de K-
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Ras4B, inclusive podria deberse a las propiedades celulares de estas lineas que
parten de un origen pulmonar. Esta suposicidon es debido a que se ha reportado que
en cancer de pulmon de células no pequefas existe una aberrante expresion de
mucinas MUC1, MUC4 y MUC5a principalmente en adenocarcinoma pulmonary en
carcinoma de células escamosas (Lakshmanan et al., 2015). Como dato relevante
la linea celular A549 (K-Ras4B©'2S) pertenece a la clasificacion de adenocarcinoma
pulmonar mientras que la linea celular Calu1 (K-Ras4B€'%C) pertenecen a la
clasificaciéon de carcinoma de células escamosas. No seria extrafio que ambas
lineas tengan sobreexpresion de estas mucinas y que ademas estén participando
en la adquisicion de resistencia contra los compuestos P8 y C14, debido a que la
subunidad MUC1-C participa en la activacion de ERK, AKT, EMT y EGFR resultando
en la adquisicion de resistencia contra el farmaco Osimertinib que inhibe a EGFR™
(Haratake N et al., 2024) y pertenece a la clasificacion de pequefias moléculas como
los compuestos P8 y C14. Por el contrario, el tratamiento Deltarasin no presenta
esta resistencia y es dosis dependiente su reduccion de la viabilidad en esta misma
linea alcanzando un ICso de 5.29 uM, aunque también se observa un efecto
citotéxico similar en lineas celulares no cancerosas de pulmon (Leung ELH et al.,
2018). En contraste el tratamiento Avicin G no bloquea el crecimiento de la linea
celular A549 debido a que esta linea no es K-Ras4B oncodependiente (Garrido CM
et al., 2020), por lo que nuestros compuestos tienen un mejor desempefo que el

compuesto Avicin G en la mutante de K-Ras4B¢12S,

Por otro lado los compuestos P8 y C14 también afectan la viabilidad de la
linea celular H1975 (EGFRL858R.T790M) " qunque requieren concentraciones altas de
hasta 150 yM aproximadamente. Esto seria lo que mas me preocuparia las
concentraciones tan altas de este compuesto. Este efecto citotdxico que se observa
puede deberse a una interaccion inespecifica de los compuestos P8 y C14 debido
a una alta concentracion por lo que estos datos concuerdan con lo observado en el
trabajo de la Dra. Paola Brisefio Diaz (Brisefio Diaz P et al., 2023). cuando se
utilizaron concentraciones superiores a 150 yM en la linea HTER-HPNE que no
tiene mutacién en K-Ras4B y ambos compuestos disminuyeron la viabilidad celular
un 50%.
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Al ver la disminucion en la viabilidad que provocaron los compuestos en las
lineas celulares A549 (K-Ras4B®'2S), Calu1 (K-Ras4B®'2C)y H1975 (EGFR858R.T790M)
lo mas légico era pensar que los compuestos estaban impidiendo que llegara K-
Ras4B a la membrana y por consiguiente reducir la activacién de los efectores rio
abajo de K-Ras como lo son el factor de transcripcion ERK y la quinasa AKT que
fosforila una gran cantidad de proteinas siendo ambas proteinas participes de
procesos celulares relacionados a proliferacién, crecimiento, supervivencia,

resistencia a farmacos antineoplasicos, entre otros (Salgia R et al., 2021).

Es debido a este cuestionamiento que se evalud el efecto de los compuestos
P8 y C14 sobre la activacién de ERK y AKT dando como resultado una validacion
del efecto de estos compuestos sobre la activacion de los efectores ERK y AKT en
las lineas celulares A549 (K-Ras4B®'25), Calu1 (K-Ras4BC'%C) y H1975
(EGFRL858RT790M)

Ambos compuestos P8 y C14 reducen los niveles de expresion de ambos
efectores fosforilados con excepcion de Calu1 (K-Ras4B®'2C) en donde solamente
se presenta una reduccion de ERK fosforilado y no de AKT fosforilado, esto puede
deberse a que las mutantes de K-Ras®'2C en cancer de pulmén no dependen de la
activacion de AKT y mas bien activan la via de RAL (Ihle NT et al 2012), la activacion
de la via de Ral esta reportada en cancer de pulmén y participa en progresion
oncogeénica, migracion, invasion y metastasis (Moghadam et al., 2017). En la linea
A549 (K-Ras4BC'2) |a reduccién es del 40% en ambos efectores pERK y pAKT lo
que nos sugiere que ambos compuestos si estan afectando desde un inicio las vias
de senalizacion asociadas a estos efectores, sin embargo, se ha reportado que el
uso de sotorasib en esta misma linea celular no reduce la activacion de AKT por lo
que los compuestos P8 y C14 son mejores en este aspecto. Adicionalmente la
reduccion de pERK y pAKT que se observa en la linea celular H1975
(EGFRL858R.T790M) g igiere que los compuestos P8 y C14 tienen una interaccidn
inespecifica con K-Ras4B“T que culmina con la afectacién en estas vias de
sefalizacion cuando se utilizan concentraciones superiores a 150 uM que son
consideradas altas al trabajar con lineas celulares. En cuanto a cisplatino (un agente
alquilante) no se observo algun efecto en la activacién de AKT y ERK en ninguna
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de las lineas celulares, esto era esperado ya que su proposito es el de inhibir la
sintesis de ADN produciendo enlaces cruzados dentro y entre las cadenas del ADN
a través de la union a todas las bases del ADN celular, con preferencia por la
posicion N-7 de guanina y adenosina (Dasari S & Tchounwou PB, 2014) y no afectar

directamente las vias de sefalizacion MAPK y AKT.

Una propuesta adicional y que parece viable es un efecto sinérgico entre los
compuestos P8 o C14 con cisplatino resultando en un potente efecto antineoplasico
sobre las lineas A549 (K-Ras4BC'%S), Calu1 (K-Ras4B®'?C) y H1975
(EGFRL858R.T790M) " Esto podria ser posible debido a que los compuestos P8 y C14
reducen la activacion de AKT que esta involucrada en supervivencia, crecimiento,
metabolismo y adquisicion de resistencia, esta reportado en la literatura que la
resistencia a cisplatino esta mediada por la via de PI3K/AKT/NF-kB (Yu M et al.,
2017). De tal manera que si los compuestos reducen la activacion de AKT esto a su
vez podria limitar la capacidad de la célula tumoral a responder contra el tratamiento

de cisplatino.

Por otro lado, la afectacién de ERK y AKT por parte de los compuestos P8 y
C14 ocasionaron que las lineas celulares de cancer de pulmon A549 (K-Ras4B¢125),
Calu1 (K-Ras4B€'2C) y H1975 (EGFRL58R.T70M) tyvieran una muerte celular
mediada por apoptosis de mas de un 30%, valor que es superior al reportado con el
uso del compuesto Lupeol en la linea A549 al tener un valor de 14.12% ademas de
tener un valor de muerte por necrosis de 5.29% (Aborehab NM et al., 2023),
sugiriendo que nuestros compuestos provocan una mayor muerte celular por
apoptosis y menor muerte celular por necrosis. El porcentaje de muerte por
apoptosis en todas las lineas celulares fue mayor con cisplatino, por lo que si se
utiliza el tratamiento de cisplatino en combinacion con P8 o C14 el porcentaje de
muerte celular deberia ser superior ya que ambos tratamientos se complementarian.
De tal forma que los compuestos inhiben AKT y ERK provocando la muerte celular
por apoptosis y el cisplatino danaria el ADN provocando de igual forma la muerte
celular por apoptosis. Esta propuesta debe ser analizada e investigada debido a que
el tratamiento estandar en cancer de pulmén fase 3 es una combinacion entre el

quimioterapéutico cisplatino y una terapia dirigida. En el caso de cancer de pulmén

86



fase 3 con mutacion en K-Ras4B se podria llegar a utilizar en un futuro el compuesto

P8 en conjunto con cisplatino como terapia de primera linea.

Por otro lado la administracion de los compuestos P8 y C14 en las lineas
celulares Calu1 (K-Ras4B®'2C) y H1975 (EGFRL858R.T790M) ng arrojaron resultados
claros sobre el impacto de estos compuestos sobre la localizacién celular de la
enzima PGK1 por lo que se recomendaria realizar Western Blot de extractos
fraccionados para medir el cambio en la expresion y localizacion celular de esta
proteina, ya que en las imagenes de microscopia si se perciben ciertos cambios
tanto en la cantidad de PGK1 en nucleo y mitocondria como se observa en la (Fig.
21Ad) y en la (Fig. 21Bd).

En contraste, la administracion del compuesto P8 en la linea celular A549
(K-Ras4BC'2%) si mostro cambios visibles en la localizacién celular de PGK1 al
inhibir la translocacién de esta enzima en la mitocondria y en el nucleo sugiriendo
que el compuesto P8 esta afectando la fosforilacion de PGK1 indirectamente al
reducir los niveles de expresion de pERK y por consiguiente podria estar evitando
su entrada a la mitocondria. De igual manera, es probable que la modificacion en la
localizacion de PGK1 esté alterando el metabolismo de la linea A549 (K-Ras4B¢'2S)
disminuyendo el efecto Warburg y promoviendo la oxidacion fosforilativa como se
observé en trabajo del Dr. Li cuando se inhibe la translocacion de PGK1 a la
mitocondria (Li X et al., 2016). Por el contrario, en esta misma linea celular A549 (K-
Ras4B®'2S) el compuesto C14 no genero algun efecto visible sobre la localizacion
celular de PGK1, al igual que el farmaco cisplatino que tampoco mostré algun
impacto en la localizacion celular de PGK1. Sin embargo, en la linea celular Calu1
(K-Ras4BC'2C) si se observa una disminucion de la localizacion de PGK1 por parte
del tratamiento con cisplatino, aunque para corroborar estos resultados se requiere
realizar Western Blots de extractos celulares fraccionados para determinar si hay
un efecto cuantitativo sobre la localizacion celular y los niveles de expresion de

PGK1 en las lineas celulares de NSCLC tratadas con estos nuevos compuestos.

Debido a que el efecto antineoplasico de ambos compuestos es inferior al de
su contraparte en PDAC, es necesario detectar si de entre los 38 compuestos

entrecruzadores del complejo Kras4B/PDEG& (Tabla 8) se encuentra alguno que
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tenga un mejor desempefio antineoplasico en las células cancerosas pulmonares

con mutaciones en K-Ras4B en comparacion con los compuestos P8 y C14.

Debido a que el compuesto P8 destaca por encima del compuesto C14, se
podrian buscar analogos del compuesto P8 y probarlos en las lineas de NSCLC,;
A549 (K-Ras4B®'2S) y Calu1 (K-Ras4B®'2C) con el fin de encontrar un nuevo

compuesto antineoplasico superior a lo observado con el compuestos P8.

Compuesto ID Enamine Compuesto ID Enamine Compuesto ID Enamine
D1 252714899 C1 2146241516 C15 252736477
D2 756794607 C2 790250319 C16 7202373826
D3 751185275 C3 7105370208 C17 746406207
D4 2104377870 C4 2607177054 C18 2106459694
D5 790661758 C5 2786305506 C19 744521301
D6 744508405 C6 7234893597 C20 2232357168
D7 2118602326 Cc7 731349966 Cc21 2126042658
D8 756779938 C8 728853604 Cc22 7199813680
D9 214925758 C9 265211380 C23 289124359
D10 225944554 C10 227304548 C24 752853441
D11 227029312 Cl1 746393258

D12 731372014 C12 2106335952

D13 7105308834 C13 7235938578

D14 746515334 Cil4 7105700580

Tabla 8 Lista de los compuestos analizados por la Dra. Diana Casique Aguirre.

12. Conclusiones

» Ambos compuestos P8 y C14 presentan un efecto antineoplasico en las
lineas celulares de NSCLC; A549 (K-Ras4B®'2%) y Calu1 (K-Ras4B®'2C).

» El efecto antineoplasico de los compuestos P8 y C14 se debe a la
reduccion en la activacion de ERK y AKT lo que provoca la muerte celular
por apoptosis en las lineas de cancer de pulmon de células no pequerias
con mutaciones en K-Ras4B.
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El compuesto P8 reduce la translocacion de PGK1 en las lineas celulares

de cancer de pulmén de células no pequefnas con mutaciones en K-Ras4B.

13. Perspectivas

>

Debido al efecto antineoplasico de P8 observado en las lineas celulares de
cancer de pulmén de células no pequefias con mutaciones en K-Ras4B
G12C y G12S es necesario evaluar si existe un efecto sinérgico entre el
compuesto P8 y el farmaco cisplatino debido a que en estadios avanzados
de la enfermedad se utilizan terapias conjuntas con cisplatino.

Dado que el compuesto P8 mostré un efecto antineoplasico es necesario
evaluar los 38 compuestos originales de la Dra. Diana Casique Aguirre y los
40 compuestos analogos del compuesto C14 de la Dra. Paola Brisefio Diaz
en las lineas celulares de cancer de pulmoén de células no pequefias con
mutaciones en K-Ras4B G12C y G12S, esto con el fin de encontrar un
compuesto que tenga propiedades antineoplasicas superiores al compuesto
P8.

Se podria considerar continuar este trabajo hacia ensayos en modelos
murinos con el fin de evaluar el potencial efecto antitumoral del compuesto
P8.
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14. Modelo biologico

Membrana plasmatica

/

S %2\*’%&;
/ / PDE6 J_ p-AKT v

=] 40%

C14

Apoptosis
TP53
G.OF

<l

Supervivencia
DERK Progresion del ciclo celular

Inhibicion de muerte programada
P av p-PGK1 Crecimiento
PGK1 \Yv Traduccion de proteinas

Crecimiento

Proliferaciéon
Supervivencia

. -4 Movilidad

Apoptosis
1“_Mitocondria
Reprogramacion metabdlica
Produccion de lactato LKB,1
inhibicién de la conversién de piruvato a acetil CoA proteina
(Li X et al 2016) truncada

Figura 23 Modelo celular del funcionamiento del compuesto P8 y C14 en la linea celular A549 (K-Ras4B€'25)

de cancer de pulmon de células no pequenias.

La imagen muestra como la estabilizacion del complejo K-Ras4B-PDEG6 por accién de los compuestos P8y C14
evitan el anclaje de K-Ras4B®'?S a la membrana plasmatica, por lo que afecta la activacion de ERK y AKT

resultando en muerte celular por apoptosis y en la inhibicion de la fosforilacion de la enzima PGK1.
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Figura 24 Modelo celular del funcionamiento del compuesto P8 en la linea celular Calu1 (K-Ras4B¢'%€) de

cancer de pulmén de células no pequefias.

La imagen muestra como la estabilizacion del complejo K-Ras4B-PDEG6 por accion del compuesto P8 evita el
anclaje de K-Ras4BC®'2C a la membrana plasmatica, por lo que afecta la activacion de ERK y AKT resultando en

muerte celular por apoptosis y en la inhibicién de la fosforilacion de la enzima PGK1.
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